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ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ 

ΤΗΣ ΕΛΛΗΝΙΚΗΣ ΔΗΜΟΚΡΑΤΙΑΣ 

ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ Αρ. Φύλλου 562 

19 Απριλίου 2007 


ΑΠΟΦΑΣΕΙ Σ 

Αριθμ. 117698 

Τροποποίηση της υπ’ αριθμ. 399882/1994 (Β' 743) από¬ 
φασης των υπουργών Εθνικής Οικονομίας και Γε¬ 
ωργίας «Μέτρα για την καταπολέμηση του παθογό- 
νου των γεωμήλων ΟΙανίόαοΙθΓ πιίοά^αηθηβδίδ ερρ. 
δθρθόοηίουε (δρίθοΚβιτηαη και ΚοΙΙΙιοίΙ) ϋανίε βί αΙ 
σε συμμόρφωση προς την Οδηγία 93/85/ΕΚ του Συμ¬ 
βουλίου» σε συμμόρφωση προς την Οδηγία 2006/56/ 
ΕΚ της Επιτροπής και συμπλήρωση των διατάξε¬ 
ων αυτής. 

ΟΙ ΥΠΟΥΡΓΟΙ 

ΟΙΚΟΝΟΜΙΑΣ ΚΑΙ ΟΙΚΟΝΟΜΙΚΩΝ - 
ΑΓΡΟΤΙΚΗΣ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ ΚΑΙ ΤΡΟΦΙΜΩΝ 

Έχοντας υπόψη 

1. Τις διατάξεις: 

α) του άρθρου μόνου του β.δ. 15/1956 (Α'205) «Περί 
εξουσιοδοτήσεως του Υπουργού Γεωργίας προς έκδο- 
σιν αποφάσεων συμφώνως των άρθρων 4 του υπ’ αριθμ. 
2147 νόμου του 1952» 

β) του άρθρου 2 του π.δ. 411/1980 (Α' 112) «Περί ορισμού 
ασθενειών και εχθρών τινών των φυτών, ως υποχρεωτι¬ 
κούς καταπολεμητέων», όπως αυτό τροποποιήθηκε από 
το π.δ. 946/1981 (Α' 236) 

γ) του άρθρου 1 παρ. 1, 2 και 3 του ν. 1338/1983 (Α' 
34) «Εφαρμογή του Κοινοτικού Δικαίου», όπως η παρ. 1 
τροποποιήθηκε από το άρθρο 6 παρ. 1 του ν. 1440/1984 
(Α' 70) και του άρθρου 3 του ν. 1338/1983, όπως αυτό 
τροποποιήθηκε από το άρθρο 65 του ν. 1892/1990 (Α' 
101 ) 

δ) του άρθρου 90 του Κώδικα Νομοθεσίας για την 
Κυβέρνηση και τα Κυβερνητικά όργανα, όπως η νομο¬ 
θεσία αυτή κωδικοποιήθηκε και τέθηκε σε ισχύ με το 
άρθρο πρώτο του π.δ. 63/2005 (Α' 98) «Κωδικοποίηση 
της νομοθεσίας για την Κυβέρνηση και τα Κυβερνητικά 
Όργανα». 

2. Το ν. 2147/1952 (Α' 155) «Περί προλήψεως και κατα¬ 
στολής των ασθενειών και εχθρών των φυτών και περί 
οργανώσεως της Φυτοπαθολογικής Υπηρεσίας». 

3. Την υπ’ αριθμ. Υ 132/11.10.2004 (Β' 1533) απόφαση του 
Πρωθυπουργού και του Υπουργού Αγροτικής Ανάπτυξης 
και Τροφίμων «Ανάθεση αρμοδιοτήτων στον Υφυπουργό 
Αγροτικής Ανάπτυξης Αλέξανδρο Κοντό». 


4. Το γεγονός ότι από τις διατάξεις της παρούσας 
απόφασης δεν προκαλείται δαπάνη σε βάρος του κρα¬ 
τικού προϋπολογισμού, αποφασίζουμε: 

Άρθρο 1 

Σκοπός 

Με την παρούσα απόφαση αντικαθίσταται το άρθρο 12 
της αριθμ. 399882/1994 (Β' 743) απόφασης των υπουργών 
Εθνικής Οικονομίας και Γ εωργίας σε συμμόρφωση προς 
την Οδηγία 2006/56/ΕΚ (Ε182/1, 4.7.2006) της Επιτροπής 
«για την τροποποίηση των παραρτημάτων της Οδηγίας 
93/85/ΕΟΚ του Συμβουλίου για την καταπολέμηση της 
δακτυλιωτής σήψης (ππο γοΙ) της πατάτας» και προστί¬ 
θεται άρθρο 13 στην ως άνω απόφαση. 

Αρθρο 2 

(Άρθρο 1 Οδηγία 2006/56/ΕΚ) 

Το άρθρο 12 της υπ’ αριθμ. 399882/1994 κοινής υπουρ¬ 
γικής απόφασης αντικαθίσταται ως εξής: 

«Άρθρο 12 

Κατωτέρω παρατίθενται τα παραρτήματα I, II, III και 
IV που έχουν ως εξής: 

«ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ I 

ΣΧΗΜΑ ΔΟΚΙΜΩΝ ΓΙΑ ΤΗ ΔΙΑΓΝΩΣΗ, ΑΝΙΧΝΕΥΣΗ ΚΑΙ 

ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΤΟΥ ΒΑΚΤΗΡΙΟΥ ΤΗΣ ΔΑΚΤΥΛΙΩΤΗΣ 
ΣΗΨΗΣ, ΟΕΑνίΒΑΩΤΕΡ ΜΙΩΗΙΘΑΝΕΝ3Ι3 
(δπιίΙΐΊ) ϋανίδ θΐ ά \. εερ. δΕΡΕΩΟΝΙΟϋδ 
(δρίθοΚοππαππ βί ΚοΙΙάοΐί) ϋανίδ θί αΙ. 

ΠΕΔΙΟ ΕΦΑΡΜΟΓΗΣ ΤΟΥ ΣΧΗΜΑΤΟΣ ΔΟΚΙΜΩΝ 

Το σχέδιο που παρουσιάζεται περιγράφει τις διάφο¬ 
ρες διαδικασίες για: 

ί) τη διάγνωση της δακτυλιωτής σήψης σε κονδύλους 
και φυτά πατάτας, 

ϋ) την ανίχνευση του ΟΙανίόαοίθΓ πιΙοΝςαηθηδίδ δδρ. 
δορθάσπίουδ σε δείγματα κονδύλων και φυτών πατά¬ 
τας, 

μι) την ταυτοποίηση του ΟΙανίόαοΙθΓ ΗηίοάΙοαηθηδίδ δδρ. 
δοροάσηίουδ (Ο. ηη. δυόδρ. δθρβάοηίουδ). 

ΓΕΝΙΚΕΣ ΑΡΧΕΣ 

Στα προσαρτήματα παρέχονται βελτιστοποιημένα 
πρωτόκολλα σχετικά με τις διάφορες μεθόδους, επι¬ 
κυρωμένα (ναΐίάαίθά) αντιδραστήρια και λεπτομέρειες 
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σχετικά με την προετοιμασία των υλικών δοκιμής και 
μαρτύρων. Στο προσάρτημα 1 παρατίθεται κατάλογος 
των εργαστηρίων που συμμετείχαν στη βελτιστοποίηση 
και επικύρωση των πρωτοκόλλων. 

Λόγω του ότι τα πρωτόκολλα αφορούν την ανίχνευση 
ενός οργανισμού καραντίνας και περιλαμβάνουν τη χρή¬ 
ση βιώσιμων καλλιεργειών του Ο. πι. ευόερ. εορβόοπίουδ 
(Οπίδ) ως υλικών μαρτύρων, είναι απαραίτητο να εφαρ- 
μοσθούν οι διαδικασίες υπό τις κατάλληλες συνθήκες 
καραντίνας, με επαρκείς εγκαταστάσεις διάθεσης απο¬ 
βλήτων και υπό την προϋπόθεση προηγούμενης χορή¬ 
γησης των κατάλληλων αδειών από τις επίσημες αρχές 
που είναι υπεύθυνες για θέματα καραντίνας φυτών. 

Οι παράμετροι που καθορίζουν τη διεξαγωγή των 
δοκιμών πρέπει να εξασφαλίζουν σταθερή και αναπα- 
ραγώγιμη ανίχνευση των επιπέδων του Ο. πι. δυόδρ. 
δθροόοηίουδ στα καθορισθέντα όρια των επιλεγμένων 
μεθόδων. 

Η ακριβής παρασκευή των θετικών μαρτύρων είναι 
επιτακτική. 

Η διενέργεια δοκιμών σύμφωνα με τα απαιτούμενα 
όρια προϋποθέτει επίσης την εξασφάλιση ορθών παρα¬ 
μέτρων, συντήρηση και βαθμονόμηση του εξοπλισμού, 
την προσεκτική μεταχείριση και συντήρηση των αντι¬ 
δραστηρίων καθώς και τη λήψη όλων των απαραίτητων 
μέτρων για την αποφυγή μόλυνσης μεταξύ των δειγ¬ 
μάτων, π.χ. το διαχωρισμό των θετικών μαρτύρων από 
τα ελεγχόμενα δείγματα. Είναι απαραίτητο να εφαρμό¬ 
ζονται πρότυπα ελέγχου της ποιότητας έτσι ώστε να 
αποφεύγονται διοικητικά και άλλα σφάλματα, ιδιαίτερα 
όσον αφορά τη σήμανση και την τεκμηρίωση. 

Μία ύποπτη εμφάνιση του παθογόνου, όπως αυτή 
αναφέρεται στο άρθρο 4, Παράγραφος 2, της υπ’ 
αριθμ. 399882/1994 (Β' 743) κοινής υπουργικής απόφα¬ 
σης, σημαίνει την ύπαρξη θετικού αποτελέσματος των 


διαγνωστικών δοκιμών ή των δοκιμών διαλογής που 
διενεργήθηκαν επί δείγματος, όπως ορίζεται στα δια¬ 
γράμματα ροής. 

Εάν η πρώτη δοκιμή διαλογής (ΙΕ ή ΡΟΒ/ΕΙ5Η) είναι θε¬ 
τική, τότε η μόλυνση από το Οπιε θεωρείται πιθανή και 
πρέπει να πραγματοποιηθεί δεύτερη δοκιμή διαλογής. 
Εάν και η δεύτερη δοκιμή διαλογής είναι θετική, τότε 
η υποψία μόλυνσης επιβεβαιώνεται (πιθανολογούμενη 
εμφάνιση του παθογόνου) και πρέπει να συνεχισθεί η 
πραγματοποίηση δοκιμών σύμφωνα με το σχήμα. Εάν η 
δεύτερη δοκιμή διαλογής είναι αρνητική, τότε θεωρείται 
ότι το δείγμα δεν έχει μολυνθεί από το Οπιε. 

Για το λόγο αυτό, ως θετικό αποτέλεσμα της δοκιμής 
ΙΕ, όπως αναφέρεται στο άρθρο 4, παράγραφος 2, χαρα¬ 
κτηρίζεται η θετική ανάγνωση ΙΕ που έχει επιβεβαιωθεί 
από δεύτερη δοκιμή διαλογής (ΡΟΒ/ΕΙ3Η). 

Η επιβεβαίωση της παρουσίας του οργανισμού, όπως 
αναφέρεται στο άρθρο 5, παράγραφος 1 της υπ’ αριθμ. 
399882/1994 (Β' 743) κοινή υπουργική απόφαση, σημαίνει 
την απομόνωση και ταυτοποίηση καθαρής καλλιέργει¬ 
ας του Ο. πι. ευόερ. εορβόοπίουε με επιβεβαίωση της 
παθογένειας. 

1. ΠΑΡΟΥΣΙΑΣΗ ΤΟΥ ΔΙΑΓΡΑΜΜΑΤΟΣ ΡΟΗΣ 

1.1. Σχήμα ανίχνευσης για τη διάγνωση της δα- 
κτυλιωτής σήψης σε κονδύλους πατάτας και φυτά 
πατάτας που παρουσιάζουν συμπτώματα δακτυλι- 
ωτής σήψης 

Η διαδικασία εξέτασης προορίζεται για κονδύλους 
και φυτά πατάτας που παρουσιάζουν τυπικά ή ύποπτα 
συμπτώματα της δακτυλιωτής σήψης. Η διαδικασία πε¬ 
ριλαμβάνει μία δοκιμή ταχείας διαλογής, απομόνωση 
του παθογόνου από προσβεβλημένο αγγειώδη ιστό σε 
διαγνωστικά υλικά και, σε περίπτωση θετικού αποτελέ¬ 
σματος, ταυτοποίηση της καλλιέργειας ως Ο. πι. ευόερ. 
δορθόσπίουε. 
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(1) Περιγραφή των συμπτωμάτων παρατίθεται στην ενότητα 2. 

(2) Οι κατάλληλες δοκιμές είναι: 

- δοκιμή ΙΡ (ενότητα 4) 

- δοκιμή ΡΟΒ (ενότητα 6) 

- δοκιμή ΡΙ3ΡΗ (ενότητα 5). 

(3) Αν και η απομόνωση του παθογόνου με τη διαδικασία διαδοχικών αραιώσεων επί στερεού υποστρώματος από φυτικό υλικό 
με τυπικά συμπτώματα είναι άμεση, η καλλιέργεια μπορεί να αποτύχει αν βρισκόμαστε σε προχωρημένα στάδια προσβολής. 
Σαπροφυτικά βακτήρια που αναπτύσσονται σε προσβεβλημένο ιστό μπορεί να επικαλύψουν ή να εμποδίσουν την ανάπτυξη 
του παθογόνου στο υλικό απομόνωσης. Για το λόγο αυτό, συνιστάται η χρήση τόσο μη εκλεκτικών όσο και εκλεκτικών υπο¬ 
στρωμάτων, κατά προτίμηση του ΜΤΝΑ (ενότητα 8) ή της βιοδοκιμής (ενότητα 7). 

(4) ΡΙ περιγραφή της τυπικής μορφολογίας των αποικιών παρατίθεται στην ενότητα 8. 

(5) Στην περίπτωση που το αποτέλεσμα της δοκιμής απομόνωσης είναι αρνητικό αλλά παρουσιάζονται τα τυπικά συμπτώματα 
της ασθένειας, πρέπει να επαναληφθεί η απομόνωση. 

(6) Η αξιόπιστη ταυτοποίηση μιας καθαρής καλλιέργειας του Ο. πι. ευόερ. εορβάοπίουε επιτυγχάνεται με τη χρήση των δοκι¬ 
μών που αναφέρονται στην ενότητα 9. 

(7) Η δοκιμή παθογένειας περιγράφεται στην ενότητα 10. 

1.2. Σχήμα για την ανίχνευση και ταυτοποίηση του ΟΙανίόαοίθΓ πιίοΝςαηθηδίδ 5δρ. δβρθάοηίουδ σε δείγματα 
ασυμπτωματικών κονδύλων πατάτας 

Αρχ ή 

Η διαδικασία εξέτασης αποσκοπεί στην ανίχνευση λανθάνουσας μόλυνσης σε κονδύλους πατάτας. Το θετικό 
αποτέλεσμα τουλάχιστον δύο δοκιμών διαλογής που βασίζεται σε διαφορετικές βιολογικές αρχές, πρέπει να 
συμπληρώνεται με την απομόνωση του παθογόνου- ακολουθεί δε, στην περίπτωση απομόνωσης τυπικών αποικιών, 
επιβεβαίωση μιας καθαρής καλλιέργειας ως Ο. πι. δυόδρ. δθροόοηίουδ. Το θετικό αποτέλεσμα μίας μόνον δοκιμής 
διαλογής δεν επαρκεί για να θεωρηθεί το δείγμα ύποπτο. 

Οι δοκιμές διαλογής και οι δοκιμές απομόνωσης πρέπει να επιτρέπουν όριο ανίχνευσης της τάξης των 103 
έως 104 κυττάρων/πιΙ αιωρήματος του ιζήματος, συμπεριλαμβανομένων ως θετικών μαρτύρων σε κάθε σειρά 
δοκιμών. 
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(1) Το πρότυπο μέγεθος δείγματος είναι 200 κόνδυλοι αν και 
η διαδικασία είναι δυνατόν να χρησιμοποιηθεί με μικρότερα 
δείγματα εάν δεν υπάρχουν διαθέσιμοι 200 κόνδυλοι. 

(2) Οι μέθοδοι εξαγωγής και συγκέντρωσης του παθογόνου 
περιγράφονται στην ενότητα 3.1. 

(3) Στην περίπτωση που δύο τουλάχιστον δοκιμές με βάση δι¬ 
αφορετικές βιολογικές αρχές είναι θετικές, πρέπει να διεξαχθεί 
απομόνωση και επιβεβαίωση. Πραγματοποιείται τουλάχιστον 
μία δοκιμή διαλογής. Στην περίπτωση που η εν λόγω δοκιμή 
είναι αρνητική, το δείγμα θεωρείται αρνητικό. Στην περίπτωση 
που η εν λόγω δοκιμή είναι θετική, απαιτείται η διενέργεια 
δεύτερης ή περισσοτέρων δοκιμών διαλογής με βάση διαφο¬ 
ρετικές βιολογικές αρχές έτσι ώστε να επιβεβαιωθεί το πρώτο 
θετικό αποτέλεσμα. Εάν η δεύτερη ή οι άλλες δοκιμές είναι 
αρνητικές το δείγμα θεωρείται αρνητικό. Δεν είναι απαραίτητη 
η διενέργεια περαιτέρω δοκιμών. 

(4) Δοκιμή ανοσοφθορισμού (ΙΡ). 

Για τη δοκιμή διαλογής ΙΡ πρέπει να χρησιμοποιείται πάντοτε 
ένα πολυκλωνικό αντίσωμα. ΡΙ χρήση πρόσθετων μονοκλωνικών 
αντισωμάτων είναι δυνατόν να παρέχει μεγαλύτερη εξειδίκευ- 
ση (βλέπε ενότητα 4). 

(5) Δοκιμή ΡΟΒ. 

Πρέπει να χρησιμοποιούνται καταλλήλως επικυρωμένα αντι¬ 
δραστήρια και πρωτόκολλα ΡΟΒ (βλέπε ενότητα 6). 

(6) Δοκιμή Ρίδό. 

Πρέπει να χρησιμοποιούνται επικυρωμένα αντιδραστήρια και 
πρωτόκολλα (βλέπε ενότητα 5). 

(7) Εκλεκτική απομόνωση. 

Εάν χρησιμοποιείται το υπόστρωμα ΜΤΝΑ ή το υπόστρωμα 
ΝΟΡ-88 και μία 1/100 αραίωση του αιωρήματος του ιζήματος, 
η μέθοδος αυτή ενδείκνυται σε πολλές περιπτώσεις για άμεση 
απομόνωση του Ο. πι. ευόερ. δθρθάοηίουδ. Οι τυπικές αποικίες 
είναι μπορούν να αποκτηθούν 3-10 ημέρες μετά την απομό¬ 


νωση επί στερεού υποστρώματος.. Τότε το παθογόνο είναι 
δυνατόν να καθαρισθεί και να ταυτοποιηθεί. Για την πλήρη 
αξιοποίηση των δυνατοτήτων της δοκιμής, απαραίτητη προ¬ 
ϋπόθεση είναι η προσεκτική προετοιμασία των κώνων που 
λαμβάνονται από το σημείο πρόσφυσης του στολονίου για 
την αποφυγή δευτερογενών βακτηρίων που έχουν σχέση με 
τον κόνδυλο της πατάτας που είναι ανταγωνιστές του Ο. πι. 
δυόδρ. δορβάοπίουδ στο θρεπτικό υπόστρωμα και μπορούν να 
καλύπτουν την ανάπτυξη του παθογόνου. Εάν αποτύχει η εν 
λόγω δοκιμή πρέπει να γίνει απομόνωση από φυτά που χρη¬ 
σιμοποιούνται για τη βιοδοκιμή (βλέπε ενότητα 8). 

(8) Η βιοδοκιμή χρησιμοποιείται για την απομόνωση του Ο. 
πι. δυόδρ. δθρθάοηίουδ από ιζήματα εκχυλισμάτων πατάτας 
κατόπιν εκλεκτικού εμπλουτισμού σε φυτά μελιτζάνας (δοίεηυπι 
πιβΙοηςβηθ). Η δοκιμή απαιτεί άριστες συνθήκες επώασης όπως 
εξειδικεύονται στη μέθοδο αυτή. Τυχόν βακτήρια που δρουν 
παρεμποδιστικά έναντι του Ο. πι. δυόδρ. δθρθάοηίουδ στο υπό¬ 
στρωμα ΜΤΝΑ ή ΝΟΡ-88, κατά πάσα πιθανότητα, δεν δρουν 
παρεμβατικά στη δοκιμή αυτή (βλέπε ενότητα 7). 

(9) Η τυπική μορφολογία των αποικιών περιγράφεται στην 
ενότητα 8. 

(10) Η καλλιέργεια ή οι βιοδοκιμές είναι δυνατόν να αποτύ- 
χουν λόγω ανταγωνισμού ή παρεμπόδισης από σαπροφυτικά 
βακτήρια. Εάν αποκτηθούν θετικά αποτελέσματα στις δοκιμές 
διαλογής, αλλά τα αποτελέσματα των δοκιμών απομόνωσης εί¬ 
ναι αρνητικά, πρέπει να επαναληφθούν οι δοκιμές απομόνωσης 
από το ίδιο ίζημα ή με τη λήψη πρόσθετου αγγειώδους ιστού 
κοντά στο σημείο πρόσφυσης του στολονίου από κομμένους 
κονδύλους του ίδιου δείγματος και, εάν είναι απαραίτητο, να 
ελεγχθούν πρόσθετα δείγματα. 

(11) Η αξιόπιστη ταυτοποίηση καθαρής πιθανής καλλιέργειας 
του Ο. πι. δυόδρ. δθρθάοηίουδ επιτυγχάνεται με τη χρήση των 
δοκιμών που αναφέρονται στην ενότητα 9. 

(12) Η δοκιμή παθογένειας περιγράφεται στην ενότητα 10 
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1.3. Σχήμα για την ανίχνευση και ταυτοποίηση του ΟΙανί&αοΙθΓ ηηίοΝθαηθηείε εερ. εορβοΐοπίουδ σε δείγματα 
ασυμπτωματικών φυτών πατάτας 



(1) Βλέπε ενότητα 3.2 για τα συνιστώμενα μεγέθη δειγμά¬ 
των. 

(2) Οι μέθοδοι εξαγωγής και συγκέντρωσης του παθογόνου 
περιγράφονται στην ενότητα 3.2. 

(3) Στην περίπτωση που δύο τουλάχιστον δοκιμές με βάση 
διαφορετικές βιολογικές αρχές είναι θετικές, πρέπει να διε- 
ξαχθεί απομόνωση και επιβεβαίωση. 

Πρέπει να πραγματοποιηθεί τουλάχιστον μια δοκιμή δια¬ 
λογής. Εάν το αποτέλεσμα της δοκιμής αυτής είναι αρνητικό, 
το δείγμα θεωρείται αρνητικό. Εάν το αποτέλεσμα της εν 
λόγω δοκιμής είναι θετικό, απαιτείται η διενέργεια δεύτερης 
ή περισσοτέρων δοκιμών διαλογής με βάση διαφορετικές βι¬ 
ολογικές αρχές έτσι ώστε να επιβεβαιωθεί το αρχικό θετικό 
αποτέλεσμα. Εάν η δεύτερη ή άλλες δοκιμές είναι αρνητικές, 
το δείγμα θεωρείται αρνητικό. Δεν είναι απαραίτητες περαι¬ 
τέρω δοκιμές. 


(4) Η δοκιμή εκλεκτικής απομόνωσης και η τυπική μορφολο¬ 
γία αποικίας περιγράφονται στην ενότητα 8. 

(5) Η δοκιμή ΙΕ περιγράφεται στην ενότητα 4. 

(6) Οι δοκιμές ΡΟΒ περιγράφονται στην ενότητα 6. 

(7) Η δοκιμή ΡΙ3Η περιγράφεται στην ενότητα 5. 

(8) Η βιοδοκιμή περιγράφεται στην ενότητα 7. 

(9) Η καλλιέργεια ή οι βιοδοκιμές είναι δυνατόν να αποτύ- 
χουν λόγω ανταγωνισμού ή παρεμπόδισης από σαπροφυτικά 
βακτήρια. Εάν αποκτηθούν θετικά αποτελέσματα στις δοκιμές 
διαλογής αλλά τα αποτελέσματα των δοκιμών απομόνωσης εί¬ 
ναι αρνητικά, πρέπει να επαναληφθούν οι δοκιμές απομόνωσης 
και, εάν είναι απαραίτητο, να ελεγχθούν πρόσθετα δείγματα. 

(10) Η αξιόπιστη ταυτοποίηση καθαρών πιθανών καλλιεργειών 
του Ο. γτι. ευόερ. δβρθάοηίσυε επιτυγχάνεται με τη χρήση των 
δοκιμών που αναφέρονται στην ενότητα 9. 

(11) Η δοκιμή παθογένειας περιγράφεται στην ενότητα 10. 
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2. Μακροσκοπική εξέταση για συμπτώματα ΔΑΚΤΥ- 
ΛΙΩΤΗΣ ΣΗΨΗΣ 

2.1. Φυτά πατάτας 

Στις ευρωπαϊκές κλιματολογικές συνθήκες, τα συμπτώ¬ 
ματα σπανίως εντοπίζονται στον αγρό και συχνά μόνον 
στο τέλος εποχής. Επιπροσθέτως, τα συμπτώματα είναι 
συχνά κεκαλυμμένα ή συγχέονται με άλλες ασθένειες, 
το γήρας ή μηχανικές βλάβες. Ως εκ τούτου, είναι εύ¬ 
κολο τα συμπτώματα να διαφύγουν της προσοχής κατά 
τις επιθεωρήσεις του αγρού. Τα συμπτώματα μάρανσης 
είναι πολύ διαφορετικά από αυτά της καστανής σήψης 
(άΓοννη ιοί)· πρόκειται συνήθως για βραδεία μάρανση, η 
οποία αρχικά είναι περιορισμένη στην περίμετρο των 
φύλλων. Τα νεαρά προσβεβλημένα φύλλα συχνά συνεχί¬ 
ζουν να μεγαλώνουν αν και αυτό συμβαίνει σε μικρότερη 
κλίμακα στις προσβεβλημένες ζώνες. Το γεγονός αυτό 
έχει ως αποτέλεσμα τη δημιουργία φύλλων με περίεργο 
σχήμα. Στα φύλλα που έχουν επηρεαστεί από την έμ¬ 
φραξη του αγγειώδους ιστού σε χαμηλότερο τμήμα του 
στελέχους συχνά αναπτύσσονται χλωρωτικές, κίτρινες 
προς πορτοκαλί, εσωπλευρικές περιοχές. Τα προσβε¬ 
βλημένα φυλλίδια, φύλλα καθώς και τα στελέχη ακόμη 
ενδέχεται τελικά να νεκρωθούν. Συχνά τα φύλλα και οι 
κόνδυλοι έχουν απλά μειωμένο μέγεθος. Σε ορισμένες 
περιπτώσεις παρατηρείται νανισμός των φυτών. 

Στον ιστοχώρο ΙιΙΙρ://ίοΐ'υηη.θυΓορ3.βυ.ίηΙ/ΡυόΙία/ίΓσ/ 
εαηοο/Ηοπιβ/πιαίπ υπάρχουν έγχρωμες φωτογραφίες 
ενός εύρους συμπτωμάτων. 

2.2. Κόνδυλοι πατάτας 

Τα αρχικά συμπτώματα είναι μία ελαφρά υαλώδης 
εμφάνιση ή διαφάνεια του ιστού, χωρίς μαλάκωμα των 
ιστών γύρω από το αγγειώδες σύστημα, ιδιαίτερα κοντά 
στο σημείο πρόσφυσης του στολονίου. Ο δακτύλιος των 
αγγείων κοντά στο σημείο πρόσφυσης του στολονίου 
ενδέχεται να είναι ελαφρώς σκουρότερος απ’ ότι συνή¬ 
θως. Το πρώτο εύκολα αναγνωρίσιμο σύμπτωμα είναι 
αυτό που ο αγγειώδης δακτύλιος εμφανίζει υποκίτρινο 
χρωματισμό και με ελαφρά συμπίεση του κονδύλου 
εξέρχεται τυρώδες εξίδρωμα από τα αγγεία. Το εξί¬ 
δρωμα αυτό περιέχει εκατομμύρια βακτηρίων. Ενίοτε 
εμφανίζεται και καστανόχρωμος χρωματισμός του αγ- 
γειώδους ιστού και τα συμπτώματα των κονδύλων στο 
στάδιο αυτό είναι όμοια με αυτά της καστανής σήψης 
που προκαλείται από το ΒοΙεΙοπώ εοΙδηβοοοΓυπι. Αρχικά, 
τα συμπτώματα αυτά μπορεί να είναι περιορισμένα σε 
ένα μόνον τμήμα του δακτυλίου, όχι απαραίτητα κοντά 
στο σημείο πρόσφυσης του στολονίου και μπορεί προο¬ 
δευτικά να επεκταθούν σ’ ολόκληρο το δακτύλιο. Με την 
επέκταση της προσβολής παρατηρείται καταστροφή 
του αγγειώδους ιστού- ενδέχεται δε να παρατηρηθεί και 
αποκόλληση του εξωτερικού φλοιού από τον εσωτερικό. 
Σε προχωρημένα στάδια της προσβολής, εμφανίζονται 
στην επιφάνεια του κονδύλου ρωγμές, των οποίων τα 
όρια είναι συχνά καστανοκόκκινα. Πρόσφατα υπήρξαν 
στην Ευρώπη αρκετές περιπτώσεις που η σήψη του κε¬ 
ντρικού φλοιού λαμβάνει χώρα παράλληλα με αυτήν του 
αγγειώδους δακτυλίου και έχει ως αποτέλεσμα δευτε¬ 
ρογενή μόλυνση με δημιουργία εσωτερικών κοιλοτήτων 
και νέκρωση. Οι δευτερογενείς μολύνσεις από μύκητες 
ή βακτήρια καλύπτουν ενίοτε τα συμπτώματα αυτά και 
συχνά είναι δύσκολο, αν όχι αδύνατο, να διακριθούν τα 
προχωρημένου σταδίου συμπτώματα της δακτυλιωτής 
σήψης από άλλες σήψεις των κονδύλων. Ενδέχεται να 
υπάρχουν επίσης άτυπα συμπτώματα. 


Στον ιστοχώρο : Ι'ΐΙΙρ://ΐοΐ'υπι.βυΓορ3.ου.ίηΙ/ΡυόΙίο/ίΓα/ 
δ3ησο/Ηοπηθ/ηη3ίη υπάρχουν έγχρωμες φωτογραφίες 
ενός εύρους συμπτωμάτων. 

3. Προετοιμασία του δείγματος 

3.1. Κόνδυλοι πατάτας 

Σημείωση: 

- Το πρότυπο μέγεθος δείγματος είναι 200 κόνδυλοι 
ανά δοκιμή. Πιο εντατική δειγματοληψία απαιτεί πε¬ 
ρισσότερες δοκιμές σε δείγματα του μεγέθους αυτού. 
Μεγαλύτερος αριθμός κονδύλων στο δείγμα θα έχει 
ως αποτέλεσμα παρεμπόδιση ή δυσκολίες στην ερμη¬ 
νεία των αποτελεσμάτων. Η διαδικασία όμως μπορεί 
να εφαρμοσθεί και για δείγματα μικρότερα των 200 
κονδύλων στην περίπτωση που είναι λιγότεροι οι δια¬ 
θέσιμοι κόνδυλοι. 

- Η επικύρωση όλων των μεθόδων ανίχνευσης που 
περιγράφονται στη συνέχεια βασίζεται στη διενέργεια 
δοκιμών σε δείγματα 200 κονδύλων. 

- Το εκχύλισμα πατάτας που περιγράφεται παρα¬ 
κάτω μπορεί επίσης να χρησιμοποιηθεί για την ανί¬ 
χνευση του βακτηρίου της καστανής σήψης, ΠαΙεΙοπίΒ 
εοΙβηασθβΓυπΊ 

Προαιρετική προεπεξεργασία πριν από την προετοι¬ 
μασία του δείγματος: 

Πλένονται οι κόνδυλοι. Χρησιμοποιούνται κατάλληλα 
απολυμαντικά (χλωριούχες ενώσεις εάν πρόκειται να 
χρησιμοποιηθεί η δοκιμή ΡΩΒ με στόχο την απομάκρυν¬ 
ση τυχόν ΩΝΑ του παθογόνου) και απορρυπαντικά μετά 
από κάθε δείγμα. Οι κόνδυλοι στεγνώνονται στον αέρα. 
Η ανωτέρω διαδικασία πλύσης είναι ιδιαίτερα χρήσιμη 
(αλλά δεν απαιτείται) για δείγματα με περίσσεια εδά¬ 
φους και στην περίπτωση που θα εφαρμοσθεί η δοκιμή 
ΡΩΒ ή η διαδικασία άμεσης απομόνωσης. 

3.1.1. Με ένα καθαρό και απολυμασμένο νυστέρι ή μα¬ 
χαίρι λαχανικών, αφαιρείται η επιδερμίδα γύρω από το 
σημείο πρόσφυσης του στολονίου του κονδύλου έτσι 
ώστε να φανούν οι αγγειώδεις ιστοί. Αποκόπτουμε με 
προσοχή ένα μικρό κώνο αγγειώδους ιστού από το ση¬ 
μείο πρόσφυσης του στολονίου και προσέχουμε ώστε 
η αφαιρούμενη ποσότητα μη αγγειώδους ιστού να είναι 
η ελάχιστη δυνατή (βλέπε ιστοχώρο: ΙιΙίρ://ίθΓυηη.βυΓορ3. 
βυ.ίηΙ/ΡυόΙίο/ίΓσ/53ηοο/Ηοπιβ/πη3ίη 

Σημείωση: 

Κάθε κόνδυλος με ύποπτα συμπτώματα δακτυλιωτής 
σήψης αφήνεται παράμερα και εξετάζεται χωριστά. 

Εάν κατά τη διάρκεια της αφαίρεσης του κώνου από 
το σημείο πρόσφυσης του στολονίου παρατηρηθούν 
ύποπτα συμπτώματα δακτυλιωτής σήψης, θα πρέπει να 
διενεργηθεί μακροσκοπική επιθεώρηση του κονδύλου 
με κοπή του κοντά στο σημείο πρόσφυσης του στολο¬ 
νίου. Όλοι οι κομμένοι κόνδυλοι με ύποπτα συμπτώματα 
πρέπει να φελλοποιούνται για 2 τουλάχιστον ημέρες σε 
θερμοκρασία δωματίου και να φυλάσσονται σε συνθή¬ 
κες απομόνωσης (σε 4 -10 0 Ο) έως ότου ολοκληρωθούν 
όλες οι δοκιμές. Όλοι οι κόνδυλοι του δείγματος (συ¬ 
μπεριλαμβανομένων εκείνων που παρουσιάζουν ύποπτα 
συμπτώματα) πρέπει να διατηρούνται σύμφωνα με το 
παράρτημα II. 

3.1.2. Οι κώνοι που έχουν ληφθεί από το σημείο πρό¬ 
σφυσης του στολονίου συλλέγονται σε μη χρησιμοποι- 
ηθέντες περιέκτες μιας χρήσης, οι οποίοι είναι δυνατόν 
να είναι κλεισμένοι και/ή σφραγισμένοι (στην περίπτωση 
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που οι περιέκτες έχουν ξαναχρησιμοποιηθεί θα πρέ¬ 
πει να καθαρισθούν επιμελώς και να απολυμανθούν με 
χλωριούχες ενώσεις). Είναι προτιμότερο οι κώνοι από 
τα σημεία πρόσφυσης του στολονίου να υποβάλλονται 
σε κατεργασία αμέσως. Εάν αυτό δεν είναι δυνατόν, 
αποθηκεύονται στον περιέκτη, χωρίς την προσθήκη 
ρυθμιστικού διαλύματος, στο ψυγείο μέχρι 72 ώρες ή 
σε θερμοκρασία δωματίου μέχρι 24 ώρες. Το στέγνωμα 
και η φελλοποίηση των κώνων καθώς και η ανάπτυξη 
των σαπρόφυτων κατά την αποθήκευση ενδέχεται να 
παρεμποδίσουν την ανίχνευση του βακτηρίου της δα- 
κτυλιωτής σήψης. 

3.1.3. Οι κώνοι από τα σημεία πρόσφυσης του στο¬ 
λονίου υποβάλλονται σε κατεργασία με μία από τις 
ακόλουθες διαδικασίες: είτε 

α) οι κώνοι καλύπτονται με επαρκή όγκο (περίπου 40 
γπΙ) ρυθμιστικού διαλύματος εξαγωγής (Προσάρτημα 
3) και αναταρράσσονται σε περιστροφικό αναδευτήρα 
(50-100 ηοπι) για 4 ώρες σε θερμοκρασία χαμηλότερη 
των 24°0 ή για 16-24 ώρες στο ψυγείο, 

ή 

β) οι κώνοι ομοιογενοποιούνται με επαρκή όγκο (περί¬ 
που 40 γπΙ) ρυθμιστικού διαλύματος εξαγωγής (Προσάρ¬ 
τημα 3), είτε σε ανάμεικτη (π.χ. νναπηρ ή ΙΙΙΙΓ3 ΤάυΓαχ) 
είτε με σύνθλιψη σε σφραγισμένο σάκο διαβροχής μίας 
χρήσης (π.χ. δΙοπιαοίιοΓ ή Βίοίθόα είΓοηρ ρυαρο ροΐγίίιοηο, 
150 πιπι χ 250 ηηηη· αποστειρωμένα διά ακτινοβολίας) 
χρησιμοποιώντας λαστιχένια ματσόλα ή τον κατάλληλο 
εξοπλισμό σύνθλιψης(π.χ. Ηοπιοχ). 

Σημείωση: 

Ο κίνδυνος επιμόλυνσης των δειγμάτων είναι υψη¬ 
λός όταν τα δείγματα ομοιογενοποιούνται με τη χρήση 
ανάμεικτη. Πρέπει να ληφθούν προφυλάξεις για την 
αποφυγή της δημιουργίας αερολύματος ή υπερχείλισης 
κατά τη διάρκεια της διαδικασίας εξαγωγής. Πρέπει 
να διασφαλισθεί ότι χρησιμοποιούνται για κάθε δείγ¬ 
μα λεπίδες και δοχεία του ανάμεικτη πρόσφατα απο¬ 
στειρωμένα. Εάν πρόκειται να χρησιμοποιηθεί η δοκιμή 
ΡΟΗ, πρέπει να αποφευχθεί η μεταφορά ϋΝΑ στους 
περιέκτες ή τον εξοπλισμό σύνθλιψης. Στις περιπτώσεις 
που πρόκειται να χρησιμοποιηθεί η ΡΟΒ, συνιστάται η 
σύνθλιψη σε σάκους μιας χρήσης καθώς και η χρήση 
σωλήνων μιας χρήσης. 

3.1.4. Το υπερκείμενο υγρό μεταγγίζεται. Εφόσον το 
υγρό εμφανίζεται θολό, καθίσταται διαυγές είτε με 
φυγοκέντριση σε χαμηλή ταχύτητα (όχι περισσότερο 
από 180 ρ για 10 λεπτά σε θερμοκρασία 4-1010) είτε 
με διήθηση (40-100 μπι), με αντλία κενού πλένοντας το 
φίλτρο με πρόσθετο (10 πηΙ) ρυθμιστικό διάλυμα εξαγω¬ 
γής (Προσάρτημα 3). 

3.1.5. Το βακτηριακό κλάσμα συγκεντρώνεται με φυ- 
γοκέντριση σε 7.000 ρ για 15 λεπτά (ή 10.000 ρ για 10 
λεπτά) σε θερμοκρασία 4-10 ΊΟ και το υπερκείμενο υγρό 
απορρίπτεται χωρίς να διαταραχθεί το ίζημα. 

3.1.6. Το ίζημα αναδιαλύεται σε 1,5 πιΙ ρυθμιστικού δι¬ 
αλύματος του ιζήματος (προσάρτημα 3). Χρησιμοποιού¬ 
νται 500 μΙ για τον έλεγχο του Ο. πι. ευόερ. δοροάοηίουε, 
500 μΙ για το ΒοΙεΙοηίο εοΙαηαοοαΓυπι και 500 μΙ για σκο¬ 
πούς αναφοράς. Προστίθεται αποστειρωμένη γλυκερίνη 
σε τελική συγκέντρωση 10-25% (ν/ν) στα 500 μΙ της πο¬ 
σότητας αναφοράς και στην εναπομείνασα ποσότητα 
δοκιμής, ανακατεύουμε με στροβιλισμό (νοΓίοχ) και απο¬ 
θηκεύουμε σε θερμοκρασία -16 έως -24°0 (εβδομάδες) 


ή στους -68 έως -86° Ο (μήνες). Οι ποσότητες δοκιμών 
διατηρούνται σε θερμοκρασία 4-10°Ο κατά τη διεξαγωγή 
των δοκιμών. 

Δεν συνιστάται η επαναλαμβανόμενη κατάψυξη και 
απόψυξη. 

Εάν απαιτείται η μεταφορά του εκχυλίσματος, πρέπει 
να εξασφαλισθεί ότι η διανομή θα πραγματοποιηθεί σε 
ψυκτικό δοχείο εντός 24 έως 48 ωρών. 

3.1.7. Είναι επιτακτικό, όπως όλοι οι θετικοί μάρτυρες 
του Ο. πι. δυόδρ. δοροάοηίουδ και τα δείγματα χειρίζονται 
χωριστά ώστε να αποφεύγεται η επιμόλυνση. Το ίδιο 
ισχύει και για τις αντικειμενοφόρους της δοκιμής ΙΕ και 
για όλες τις δοκιμές. 

3.2. Φυτά πατάτας 

Σημείωση: 

Για την ανίχνευση των λανθανόντων πληθυσμών 
του Ο. πι. δϋόδρ. δθρθόοπίουδ συνιστάται ο έλεγχος 
σύνθετων δειγμάτων. Η διαδικασία είναι δυνατόν να 
εφαρμοσθεί κατάλληλα και για σύνθετα δείγματα με 
έως 200 τμήματα στελεχών. (Εάν πραγματοποιούνται 
επισκοπήσεις (ευη/ογε), αυτές πρέπει να βασίζονται σε 
στατιστικά αντιπροσωπευτικό δείγμα του πληθυσμού 
φυτών υπό εξέταση.) 

3.2.1. Με ένα καθαρό και απολυμασμένο μαχαίρι ή 
κλαδευτική ψαλίδα, αφαιρείται τμήμα 1-2 οπι από τη 
βάση κάθε στελέχους, πάνω ακριβώς από το έδαφος. 

Τα τμήματα στελεχών απολυμαίνονται για σύντομο 
χρονικό διάστημα με αιθανόλη 70 % και στεγνώνεται 
αμέσως με απορροφητικό χαρτί. 

Τα τμήματα στελεχών συλλέγονται σε κλειστό απο¬ 
στειρωμένο περιέκτη. 

3.2.2. Τα τμήματα στελεχών υποβάλλονται σε κατερ¬ 
γασία με μία από τις ακόλουθες διαδικασίες: είτε, 

α) τα τμήματα καλύπτονται με επαρκή όγκο (περίπου 
40 πιΙ) ρυθμιστικού διαλύματος εξαγωγής (Προσάρτημα 
3) και αναταρράσσονται σε περιστροφικό αναδευτήρα 
(50-100 ιρπι) για 4 ώρες σε θερμοκρασία χαμηλότερη 
των 24 0 Ο ή για 16-24 ώρες στο ψυγείο, 

ή 

β) υποβάλλονται σε κατεργασία αμέσως, με σύνθλιψη 
των τμημάτων εντός ανθεκτικού σάκκου διαβροχής (π.χ. 
δΙοπιαοίΐθΓ ή ΒίοΓβόο) με τον κατάλληλο όγκο ρυθμιστι¬ 
κού διαλύματος εξαγωγής (Προσάρτημα 3) χρησιμοποι¬ 
ώντας λαστιχένια ματσόλα ή τον κατάλληλο εξοπλισμό 
σύνθλιψης (π.χ. Ηοπιοχ). Στην περίπτωση που αυτό δεν 
είναι δυνατόν, τα τμήματα στελέχους αποθηκεύονται 
στο ψυγείο για χρονικό διάστημα 72 ωρών το μέγιστο 
ή σε θερμοκρασία δωματίου για χρονικό διάστημα 24 
ωρών το μέγιστο. 

3.2.3. Το υπερκείμενο υγρό μεταγγίζεται αφού κατα¬ 
καθίσει για 15 λεπτά. 

3.2.4. Περαιτέρω διαύγαση του εκχυλίσματος ή συγκέ¬ 
ντρωση του βακτηριακού κλάσματος δεν απαιτούνται 
συνήθως αλλά μπορούν να επιτευχθούν με διήθηση και/ή 
φυγοκέντριση όπως περιγράφεται στην ενότητα 3.1.4. 
μέχρι 3.1.6. 

3.2.5. Το αδιάλυτο ή συγκεντρωμένο εκχύλισμα δείγ¬ 
ματος χωρίζεται σε 2 ίσα μέρη. Το ήμισυ διατηρείται 
σε 4-1010 κατά τη διεξαγωγή της δοκιμής και το άλλο 
μισό φυλάσσεται με 10-25% (ν/ν) αποστειρωμένη γλυ¬ 
κερίνη σε θερμοκρασία -16 έως -24 °0 (εβδομάδες) ή σε 
θερμοκρασία -68 έως -86 0 Ο (μήνες) για την περίπτωση 
που χρειασθεί η διενέργεια περαιτέρω δοκιμών. 
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4. Δοκιμή ΙΡ 

Αρχή 

Η χρήση της δοκιμής ΙΡ ως αρχικής δοκιμής διαλογής 
συνιστάται λόγω της αποδεδειγμένης ευρωστίας της 
για την επίτευξη των απαιτούμενων ορίων. 

Όταν η δοκιμή ΙΡ χρησιμοποιείται ως αρχική δοκιμή δι¬ 
αλογής και η ανάγνωση ΙΡ είναι θετική, πρέπει να πραγ¬ 
ματοποιηθεί η δοκιμή ΡΩΒ ή ΡΙ3Η ως δεύτερη δοκιμή 
διαλογής. Όταν η δοκιμή ΙΡ χρησιμοποιείται ως δεύτερη 
δοκιμή διαλογής και η ανάγνωση ΙΡ είναι θετική, απαι¬ 
τείται διεξαγωγή περαιτέρω δοκιμών σύμφωνα με το 
διάγραμμα ροής για την ολοκλήρωση της ανάλυσης. 

Σημείωση: 

Όταν η δοκιμή ΙΡ χρησιμοποιείται ως αρχική δοκιμή 
διαλογής, χρησιμοποιείται πάντοτε ένα πολυκλωνικό 
αντίσωμα. Σε περίπτωση θετικής ανάγνωσης ΙΡ με πολυ¬ 
κλωνικό αντίσωμα, η περαιτέρω διαλογή του δείγματος 
με μονοκλωνικό αντίσωμα είναι δυνατόν να παράσχει 
μεγαλύτερη εξειδίκευση αλλά μπορεί να είναι λιγότερο 
ευαίσθητη. 

Χρησιμοποιούνται αντισώματα σε στέλεχος αναφοράς 
του Ω. γτι. ευάερ. εορβάοπίουε. Συνιστάται ο προσδιορι¬ 
σμός του τίτλου για κάθε νέα παρτίδα αντισωμάτων. Ως 
τίτλος ορίζεται η μεγαλύτερη αραίωση στην οποία λαμ¬ 
βάνει χώρα η βέλτιστη αντίδραση όταν υποβάλλεται σε 
δοκιμή αιώρημα που περιέχει 105 έως 106 κύτταρα ανά 
πιΙ του ομόλογου στελέχους του Ο. ηη. ευάερ. εθροάοηίουε 
και χρησιμοποιείται κατάλληλο σύμπλοκο ισοθειοκυανι- 
κής φθορεϊσίνης (ΡΙΤΩ) σύμφωνα με τις συστάσεις του 
κατασκευαστή. Τα πρωτογενή πολυκλωνικό ή μονοκλω- 
νικά αντισώματα πρέπει να έχουν τίτλο ΙΡ τουλάχιστον 
1:2000. Κατά τη διάρκεια της δοκιμής, τα αντισώματα 
πρέπει να χρησιμοποιούνται σε αραίωση(-εις) εργασίας 
(\Α/ϋ) στον τίτλο ή κοντά στον τίτλο. Χρησιμοποιούνται 
επικυρωμένα αντισώματα (βλέπε ιστοχώρο: άίίρ://1θΓυπι. 
θϋΓορα.θϋ.ίηί/ΡυάΙΙσ/ίΓο/εαηοο/Ηοηηθ/πΊεΙη.) 

ΡΙ δοκιμή πρέπει να πραγματοποιείται σε εκχυλίσματα 
δειγμάτων που έχουν μόλις παρασκευασθεί. Εάν είναι 
απαραίτητο, μπορεί να πραγματοποιηθεί με επιτυχία σε 
εκχυλίσματα που έχουν αποθηκευθεί σε θερμοκρασία 
-68 έως -86 0 Ο σε γλυκερίνη. ΡΙ γλυκερίνη είναι δυνατόν 
να αφαιρεθεί από το δείγμα με την προσθήκη 1 πιΙ ρυθ¬ 
μιστικού διαλύματος ιζήματος (Προσάρτημα 4), εκ νέου 
φυγοκέντριση για 15 λεπτά σε 7000 ρ και επανασχημα- 
τισμό αιωρήματος σε ίσο όγκο ρυθμιστικού διαλύματος 
ιζήματος. Συχνά αυτό δεν είναι αναγκαίο, ιδιαίτερα εάν 
τα δείγματα αντικειμενοφόρου έχουν προσηλωθεί στις 
αντικειμενοφόρους με διέλευση από φλόγα (βλέπε 2.2). 

Παρασκευάζονται ως θετικοί μάρτυρες ξεχωριστοί 
αντικειμενοφόροι από ομόλογο στέλεχος ή άλλο στέ¬ 
λεχος αναφοράς του Ο. πι. ευάερ. εορβάοπίουε, που είναι 
αιώρημα σε εκχύλισμα πατάτας, όπως περιγράφεται 
στο Προσάρτημα 2, και προαιρετικά σε ρυθμιστικό δι¬ 
άλυμα. 

Ως παρόμοιοι μάρτυρες πρέπει να χρησιμοποιούνται, 
όποτε είναι δυνατόν, στην ίδια αντικειμενοφόρο, φυσι- 
κώς μολυσμένοι ιστοί (που διατηρούνται με λυοφιλίωση 
ή κατάψυξη στους -16 έως -24°Ω). 


Ως αρνητικοί μάρτυρες, χρησιμοποιούνται κατάλληλες 
ποσότητες εκχυλίσματος δείγματος που προηγουμένως 
είχε δοκιμαστεί και ήταν αρνητικό. 

Χρησιμοποιούνται πολυφατνιακές αντικειμενοφόροι 
πλάκες μικροσκοπίου με 10 κατά προτίμηση φατνία δι¬ 
αμέτρου τουλάχιστον 6 πιπι. 

Η δοκιμή του υλικού των μαρτύρων γίνεται με τον ίδιο 
τρόπο όπως αυτή του ή των δειγμάτων. 

4.1. Οι αντικειμενοφόροι πλάκες δοκιμής προετοιμά¬ 
ζονται με μία από τις ακόλουθες διαδικασίες: 

ί) Για ιζήματα με μικρή σχετικά ποσότητα ιζήματος 
αμύλου: 

Στο πρώτο φατνίο, φέρεται μετρημένος με σιφώνιο 
συγκεκριμένος όγκος (15 μΙ είναι αρκετός για φατνία με 
διάμετρο 6 πιπι - ο όγκος κλιμακώνεται προς τα άνω 
για μεγαλύτερα φατνία) αραίωσης 1/100 του αιωρήμα¬ 
τος του ιζήματος πατάτας. Στη συνέχεια, φέρεται με 
σιφώνιο όμοιος όγκος μη αραιωμένου ιζήματος (1/1) στα 
υπόλοιπα φατνία διαδοχικά. Η δεύτερη σειρά μπορεί να 
χρησιμοποιηθεί ως δείγμα εις διπλούν ή ως δεύτερο 
δείγμα όπως φαίνεται στην Εικόνα 1. 

μ) Για άλλα ιζήματα: 

Παρασκευάζονται δεκαδικές αραιώσεις (1/10 και 1/100) 
του αιωρήματος του ιζήματος σε ρυθμιστικό διάλυμα 
ιζήματος. Σε μία σειρά φατνίων, φέρεται μετρημένος 
με σιφώνιο συγκεκριμένος όγκος (15 μΙ είναι αρκετός 
για φατνία με διάμετρο 6 πιπι - ο όγκος κλιμακώνεται 
προς τα άνω για μεγαλύτερα φατνία) του αιωρήμα¬ 
τος του ιζήματος και κάθε αραίωση. Η δεύτερη σειρά 
μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως επανάληψη του πρώτου 
δείγματος ή για ένα δεύτερο δείγμα όπως φαίνεται 
στην Εικόνα 2. 

4.2. Τα σταγονίδια στεγνώνονται σε θερμοκρασία 
περιβάλλοντος ή με θέρμανση σε θερμοκρασίες 40 
έως 45 °Ό. Τα βακτηριακά κύτταρα προσηλώνονται 
στην αντικειμενοφόρο με θέρμανση (15 λεπτά στους 
60 °0), με φλόγα, με 95 % αιθανόλη ή σύμφωνα με τις 
συγκεκριμένες οδηγίες των προμηθευτών των αντι¬ 
σωμάτων. 

Εάν είναι απαραίτητο, οι προσηλωμένες αντικειμενο- 
φόροι είναι δυνατόν να φυλαχθούν στη συνέχεια στην 
κατάψυξη σε αφυδατωμένο δοχείο για όσο το δυνατόν 
μικρότερο χρονικό διάστημα (το μέγιστο για 3 μήνες) 
προτού υποβληθούν σε περαιτέρω δοκιμές. 

4.3. Διαδικασία ΙΡ: 

ί) Σύμφωνα με την προετοιμασία της αντικειμενοφό- 
ρου δοκιμής στο σημείο 4.1.Ϊ): 

Παρασκευάζεται μία σειρά αραιώσεων του αντισώ¬ 
ματος στο διπλάσιο σε ρυθμιστικό διάλυμα για ΙΡ. Το 
πρώτο φατνίο πρέπει να έχει 1/2 του τίτλου (Τ/2), τα 
υπόλοιπα 1/4 του τίτλου (Τ/4), 1/2 του τίτλου (Τ/2), τον 
τίτλο (Τ) και το διπλάσιο του τίτλου (2Τ). 

ϋ) Σύμφωνα με την ετοιμασία της αντικειμενοφόρου 
προς δοκιμή στο σημείο 4.1 .μ): 

Παρασκευάζεται η αραίωση εργασίας (\Λ/Ω) του αντι¬ 
σώματος σε ρυθμιστικό διάλυμα για ΙΡ. ΡΙ αραίωση ερ¬ 
γασίας επηρεάζει την εξειδίκευση. 
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Εικόνα 1. Προετοιμασία της αντικειμενοφόρου πλάκας δοκιμής σύμφωνα με τα σημεία 4.1.ϊ) και 4.3.ί) 

Αραιώσεις του αναδιαλυμένου ιζήματος 



1/100 

1/1 

1/1 

1/1 

1/1 

(Τ = τίτλος) 

Τ/2 

Τ/4 

Τ/2 

Τ 

2Τ 


Αραίωση του αναδι- 
αλυμένου ιζήματος 

Αραιώσεις του αντι- 
ορρού/αντισώ-ματος 
στο διπλάσιο 


Δείγμα 1 

• 

#2 

«3 

#4 

«5 

Αντίγραφο του 
δείγματος 1 ή του 
δείγματος 2 

«6 

#7 

«8 

«9 

#10 


Εικόνα 2. Προετοιμασία της αντικειμενοφόρου πλάκας δοκιμής σύμφωνα με τα σημεία 4.1.ϋ) και 4.3.ϋ) 



Αραίωση εργασίας του αντιορρού/αντισώματος 



1/1 

1/10 

1/100 

κενό 

κενό 

Δεκαδική αραίωση 
του αναδιαλυμένου 
ιζήματος 

Δείγμα 1 

·, 

«2 

«3 

«4 

«5 


Επανάληψη του 
δείγματος 1 ή 
δείγμα 2 

«6 

«7 

«8 

«9 

•ίο 


4.3.1. Οι αντικειμενοφόροι πλάκες διευθετούνται πάνω 
σε υγρό χαρτί. Κάθε φατνίο δοκιμής καλύπτεται πλήρως 

πει να είναι ίδιος με τον όγκο του εφαρμοσθέντο 
αντισώματος. 


με την ή τις αραιώσεις του αντισώματος. Ο όγκος του 4.3.5. Οι αντικειμενοφόροι επωάζονται σε υγρό χαρτί 
αντισώματος που εφαρμόζεται σε κάθε φατνίο πρέπει κάτω από ένα κάλυμμα για 30 λεπτά σε θερμοκρασία 
να είναι τουλάχιστον ίσος με τον όγκο του εφαρμοσθέ- περιβάλλοντος (18-25 °0). 

ντος εκχυλίσματος. 4.3.6. Τα σταγονίδια του συμπλόκου απομακρύνονται 

Η ακόλουθη διαδικασία πρέπει να εφαρμόζεται στην με ελαφρό τίναγμα από την αντικειμενοφόρο. Οι αντι- 
περίπτωση που δεν υπάρχουν συγκεκριμένες οδηγίες κειμενοφόροι ξεπλένονται και πλένονται όπως προη- 
από τους προμηθευτές των αντισωμάτων: γουμένως (4.3.3). 

4.3.2. Οι αντικειμενοφόροι πλάκες επωάζονται σε υγρό Η περίσσεια υγρασίας αφαιρείται προσεκτικά, 

χαρτί κάτω από ένα κάλυμμα για 30 λεπτά σε θερμό- 4.3.7. Σε κάθε φατνίο φέρονται με σιφώνιο 5-10 μΙ 

κρασία περιβάλλοντος (18-25°0). Ο,ΙΜ φωσφορικού ρυθμιστικού διαλύματος γλυκερίνης 

4.3.3. Τα σταγονίδια απομακρύνονται με ένα ελαφρό (Προσάρτημα 3) ή εμπορικού αντιξεθωριαστικού υλικού 
τίναγμα από την αντικειμενοφόρο και ακολουθεί προ- έγκλεισης και τα φατνία καλύπτονται με μία καλυπτρί- 
σεκτικό ξέπλυμα με ρυθμιστικό διάλυμα ΙΡ. Πλένονται δα. 

με βύθισμα για 5 λεπτά σε ρυθμιστικό διάλυμα ΙΡ- 4.4. Ανάγνωση της δοκιμής ΙΡ: 

Τννθθπ (Προσάρτημα 3) και στη συνέχεια για 5 λεπτά 4.4.1. Οι αντικειμενοφόροι πλάκες δοκιμής εξετάζονται 

σε ρυθμιστικό διάλυμα ΙΡ. Πρέπει να αποφεύγεται η σε μικροσκόπιο επιφθορισμού με φίλτρα κατάλληλα για 
δημιουργία αερολυμάτων ή η μεταφορά σταγονιδίων τη διέγερση του ΡΙΤΟ, με έλαιο- ή υδατοκαταδυτικό 
που θα μπορούσαν να έχουν ως αποτέλεσμα την επι- φακό σε μεγέθυνση 500-1000 χ. Τα φατνία εξετάζονται 
μόλυνση. Η περίσσεια νερού αφαιρείται προσεκτικά κατά δύο κάθετες διαμέτρους και κατά την περίμε- 
χρησιμοποιώντας με απαλές κινήσεις ένα στυπόχαρ- τρό τους. Όσον αφορά τα δείγματα που δεν δείχνουν 
το. καθόλου κύτταρα ή δείχνουν μικρό αριθμό κυττάρων, 

4.3.4. Οι αντικειμενοφόροι πλάκες διευθετούνται πρέπει να παρατηρηθούν τουλάχιστον 40 πεδία μικρο- 
πάνω σε υγρό χαρτί. Τα φατνία δοκιμής καλύπτονται σκοπιού. 

με την αραίωση του συμπλόκου ΡΙΤΟ που χρήσιμο- Πρώτα ελέγχεται η αντικειμενοφόρος του θετικού 
ποιείται για τον προσδιορισμό του τίτλου. Ο όγκος μάρτυρα. Τα κύτταρα πρέπει να είναι πλήρως χρωσμέ- 
του χρησιμοποιούμενου στα φατνία συμπλόκου πρέ- να με λαμπρό φθορισμό στον προσδιορισμένο τίτλο 
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αντισώματος ή την αραίωση εργασίας. Σε περίπτωση 
παρέκκλισης της χρώσης, η δοκιμή ΙΡ (ενότητα 4) επα¬ 
ναλαμβάνεται. 

4.4.2. Εξετάζεται εάν υπάρχουν λαμπρώς φθορίζοντα 
κύτταρα με τη χαρακτηριστική μορφολογία του Ω. πι. 
δυόδρ. δοροάοηίουδ στα φατνία δοκιμής των αντικειμε- 
νοφόρων πλακών δοκιμής (βλέπε ιστοχώρο: ίιΐΙριίοΓυπι. 
θυΓορα.βυ.ίηί/ 

ΡυόΙίο/ίΓο/εεποο/Ηοπίθ/πιαίπ). Η ένταση του φθορισμού 
πρέπει να είναι ισοδύναμη ή καλύτερη από εκείνη του 
θετικού μάρτυρα με ίδια αραίωση αντισώματος. Κύττα¬ 
ρα με ατελή χρώση ή με ασθενή φθορισμό δεν πρέπει 
να λαμβάνονται υπόψη. 

Εάν υπάρχει υποψία επιμόλυνσης, η δοκιμή πρέπει να 
επαναληφθεί. Κάτι τέτοιο υπάρχει περίπτωση να συμβεί 
εάν όλες οι αντικειμενοφόροι μιας παρτίδας δείχνουν 
θετικά κύτταρα λόγω της επιμόλυνσης του ρυθμιστικού 
διαλύματος ή εάν βρεθούν θετικά κύτταρα (εκτός των 
φατνίων της αντικειμενοφόρου) στην επικάλυψη της 
αντικειμενοφόρου. 

4.4.3. Υπάρχουν διάφορα προβλήματα σύμφυτα με 
την εξειδίκευση της δοκιμής ανοσοφθορισμού. Τα ιζή¬ 
ματα των κώνων από τα σημεία πρόσφυσης του στολο- 
νίου και των τμημάτων του στελέχους περιέχουν συχνά 
πληθυσμούς φθοριζόντων κυττάρων μη τυπικής μορφο¬ 
λογίας καθώς και μη ειδικώς αντιδρώντα σαπροφυτικά 
βακτήρια όμοιου μεγέθους και μορφολογίας με το Ω. 
πι. ευόερ. δορβάοηίουδ. 

4.4.4. Λαμβάνονται υπόψη μόνον τα φθορίζοντα κύτ¬ 
ταρα τυπικού μεγέθους και μορφολογίας στον τίτλο 
ή την αραίωση εργασίας των αντισωμάτων όπως στο 
σημείο 4.3. 

4.4.5. Ερμηνεία των αποτελεσμάτων ΙΡ: 

ί) Εάν βρίσκονται λαμπρώς φθορίζοντα κύτταρα με 
χαρακτηριστική μορφολογία, εκτιμάται ο μέσος αριθμός 
τυπικών κυττάρων ανά πεδίο μικροσκοπίου και υπολο¬ 
γίζεται ο αριθμός των τυπικών κυττάρων ανά γπΙ του 
αναδιαλυμένου ιζήματος (Προσάρτημα 4). 

Η ανάγνωση ΙΡ είναι θετική για δείγματα με τουλάχι¬ 
στον 5x103 τυπικά κύτταρα ανά πιΙ του αναδιαλυμένου 
ιζήματος. Το δείγμα θεωρείται ενδεχομένως μολυσμένο 
και απαιτείται η διενέργεια περαιτέρω δοκιμών. 

μ) ΡΙ ανάγνωση ΙΡ είναι αρνητική για δείγματα με λιγό¬ 
τερο από 5x103 κύτταρα ανά πιΙ αναδιαλυμένου ιζήματος 
και το δείγμα θεωρείται αρνητικό. Δεν απαιτείται η 
διεξαγωγή περαιτέρω δοκιμών. 

5. Δοκιμή ΡΙ3Η 

Αρχή 

Όταν η δοκιμή ΡΙ3Η χρησιμοποιείται ως αρχική δοκιμή 
διαλογής και τα αποτελέσματα είναι θετικά, πρέπει να 
πραγματοποιηθεί η δοκιμή ΙΡ ως δεύτερη υποχρεωτική 
δοκιμή διαλογής. Όταν η δοκιμή ΡΙ3Η χρησιμοποιείται ως 
δεύτερη δοκιμή διαλογής και έχει θετικά αποτελέσματα, 
απαιτείται διεξαγωγή περαιτέρω δοκιμών σύμφωνα με το 
διάγραμμα ροής για την ολοκλήρωση της διάγνωσης. 

Σημείωση: 

Χρησιμοποιούνται επικυρωμένοι ολιγοανιχνευτές ειδι¬ 
κοί για το Ω. πι. δυόδρ. δοροάοηίουδ (Προσάρτημα 7). Οι 
προκαταρκτικές δοκιμές με τη μέθοδο αυτή θα πρέπει 
να επιτρέπουν την αναπαραγώγιμη ανίχνευση τουλά¬ 
χιστον 103-104 κυττάρων του Ω. πι. δυόδρ. δοροάοηίουδ 
ανά γπΙ που προστίθενται σε εκχυλίσματα δειγμάτων 
που προηγουμένως ήταν αρνητικά στη δοκιμή. 


ΡΙ ακόλουθη διαδικασία είναι προτιμότερο να πραγ¬ 
ματοποιείται σε εκχύλισμα δείγματος που έχει μόλις 
παρασκευασθεί αλλά είναι επίσης δυνατόν να πραγ¬ 
ματοποιηθεί με επιτυχία σε εκχύλισμα δείγματος που 
έχει αποθηκευθεί με γλυκερίνη στους -16 έως -24 °0 ή 
στους -68 έως -86 °Ό 

Ως αρνητικοί μάρτυρες, χρησιμοποιούνται κατάλληλες 
ποσότητες εκχυλίσματος δείγματος που προηγουμέ¬ 
νως ήταν αρνητικό στις δοκιμές για το Ο. πι. δυόδρ. 
δορβάοπίουδ. 

Ως θετικοί μάρτυρες, παρασκευάζονται αιωρήματα 
που περιέχουν 105 έως 106 κύτταρα ανά πιΙ του Ω. πι. 
δυόδρ. δθρθάοηίουδ (π.χ. στέλεχος ΝΩΡΡΒ 4053 ή ΡΩ 
406) σε Ο,ΟΙΜ ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (ΡΒ) 
από καλλιέργεια 3-5 ημερών (για την παρασκευή βλέπε 
Προσάρτημα 2). Παρασκευάζονται ξεχωριστά ως θετι¬ 
κοί μάρτυρες αντικειμενοφόροι πλάκες από ομόλογο 
στέλεχος ή άλλο στέλεχος αναφοράς του Ω. πι. δυόδρ. 
δορβάοπίουδ, που έχει γίνει αιώρημα σε εκχύλισμα πα¬ 
τάτας, όπως περιγράφεται στο Προσάρτημα 2. 

Η χρήση ολιγοανιχνευτή ευβακτηρίων σημασμένου με 
ΡΙΤΩ παρέχει μάρτυρα για τη διαδικασία υβριδισμού, 
καθώς χρωματίζει όλα τα ευβακτήρια που βρίσκονται 
στο δείγμα. 

Το υλικό των μαρτύρων δοκιμάζεται με τρόπο ταυτό¬ 
σημο με εκείνο του ή των δειγμάτων. 

5.1. Προσήλωση του εκχυλίσματος πατάτας 

Το ακόλουθο πρωτόκολλο βασίζεται στον ννυΙΙίηρδ 
ΟΙ 31., (1998): 

5.1.1. Παρασκευάζεται το προσηλωτικό διάλυμα (βλέπε 
Προσάρτημα 7). 

5.1.2. Φέρονται με σιφώνιο 100 μΙ κάθε εκχυλίσματος 
δείγματος σε σωλήνα Ερροηάοά και φυγοκεντρούνται 
για 8 λεπτά σε 7000 ρ. 

5.1.3. Αφαιρείται το υπερκείμενο υγρό και το ίζημα 
διαλύεται σε 500 μΙ προσηλωτικού υγρού που έχει πα¬ 
ρασκευασθεί λιγότερο από 24 ώρες πριν. Ανακατεύουμε 
με στροβιλισμό (νοάοχ) και επωάζουμε για μία νύκτα 
στους 4 °Ω. 

Εναλλακτικό προσηλωτικό υγρό είναι διάλυμα 96% 
αιθανόλης. Για τη χρησιμοποίησή του το ίζημα, από 
το βήμα 5.1.2 διαλύεται σε 50 μΙ Ο,ΟΙΜ ρυθμιστικού δι¬ 
αλύματος φωσφορικών (ΡΒ) και 50 μΙ 96% αιθανόλης. 
Ανακατεύουμε με στροβιλισμό (νοιΊοχ) και επωάζουμε 
στους 4 °Ω για 30-60 λεπτά. 

5.1.4. Φυγοκεντρείται για 8 λεπτά σε 7000 ρ, αφαιρεί- 
ται το υπερκείμενο υγρό και το ίζημα αναδιαλύεται σε 
75 μΙ Ο,ΟΙΜ ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών (ΡΒ) 
(βλέπε Προσάρτημα 3). 

5.1.5. Τοποθετούνται κατά κηλίδες 16 μΙ των προση¬ 
λωμένων αιωρημάτων σε καθαρή αντικειμενοφόρο 
πολλαπλών δοκιμών όπως φαίνεται στην Εικόνα 3. 
Εφαρμόζονται 2 διαφορετικά, μη αραιωμένα, δείγματα 
ανά αντικειμενοφόρο και χρησιμοποιούνται 10 μΙ για τη 
δημιουργία αραίωσης 1:100 [σε Ο,ΟΙΜ ρυθμιστικό διάλυμα 
φωσφορικών (ΡΒ)]. Το εναπομείναν διάλυμα δείγματος 
(49 μΙ) μπορεί να αποθηκευθεί στους - 20°Ω μετά την 
προσθήκη 1 όγκου 96% αιθανόλης. Στην περίπτωση που 
η δοκιμή ΡΙ3Η πρέπει να επαναληφθεί, αφαιρείται η 
αιθανόλη με φυγοκέντριση και προστίθεται ίσος όγκος 
Ο,ΟΙΜ ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών (ΡΒ) [ανα¬ 
μιγνύουμε με στροβιλισμό (νοάθχ)] 
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Εικόνα 3. Σχέδιο αντικειμενοφόρου ΡΙ3Η 
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Δείγμα 2 

Ο 

Ο 

Ο 

Ο 

Ο 

φατνίο 1 

φατνίο 2 

φατνίο 3 

φατνίο 4 

φατνίο 5 

Δείγμα 1 

Τυφλό πείραμα 

Τυφλό πείραμα 

Τυφλό πείραμα 

Δείγμα 2 

Ο 

Ο 

Ο 

Ο 

Ο 

φατνίο 6 

φατνίο 7 

φατνίο 8 

φατνίο 9 

φατνίο 10 


Καλυπτρίδα 1 Καλυπτρίδα 2 


5.1.6. Οι αντικειμενοφόροι στεγνώνουν στον αέρα (ή 
σε στεγνωτήρα αντικειμενοφόρου στους 37 °0) και προ¬ 
σηλώνονται με διέλευση από φλόγα. 

Στο στάδιο αυτό η διαδικασία είναι δυνατόν να δι¬ 
ακοπεί και να συνεχισθεί ο υβριδισμός την επόμενη 
ημέρα. Οι αντικειμενοφόροι πρέπει να αποθηκεύονται 
απαλλαγμένες από σκόνη και στεγνές σε θερμοκρασία 
δωματίου. 

5.2. Προϋβριδισμός και υβριδισμός 

5.2.1. Παρασκευάζεται διάλυμα λυσοζύμης που περιέχει 
ΙΟπιρ λυσοζύμης (δίρπια Ε-6876) σε 10 πιΙ ρυθμιστικού 
διαλύματος (ΙΟΟπιΜ Τπδ-ΗΟΙ, 50πιΜ ΕϋΤΑ, ρΗ8.0). Το 
διάλυμα αυτό μπορεί να αποθηκευθεί αλλά επιτρέπεται 
να καταψυχθεί και να αποψυχθεί μόνον μία φορά. Το 
φατνίο κάθε δείγματος καλύπτεται με περίπου 50 μΙ 
διαλύματος λυσοζύμης και επωάζεται για 10 λεπτά σε 
θερμοκρασία δωματίου. Στη συνέχεια οι αντικειμενο- 
φόροι βυθίζονται σε απιονισμένο νερό, μία μόνον φορά 
και στεγνώνονται με διηθητικό χαρτί. 

Εναλλακτικά, αντί λυσοζύμης προστίθενται σε κάθε 
φατνίο 50 μΙ διαλύματος 40-400μ9 πιί 1 πρωτεάσης Κ 
σε ρυθμιστικό διάλυμα (20 πιΜ Τπδ-ΗΟΙ, 2πιΜ ΟαΟΙ 2 , ρΗ 
7,4) και επωάζουμε σε 37 0 Ο για 30 λεπτά. 

5.2.2. Τα κύτταρα αφυδατώνονται σε διαβαθμισμένη 
σειρά αιθανόλης των 50%, 80% και 96% για ένα λεπτό 
σε κάθε μία. Οι αντικειμενοφόροι στεγνώνονται στον 
αέρα σε υποδοχέα αντικειμενοφόρων. 

5.2.3. Παρασκευάζεται ένας υγρός θάλαμος επώασης 
με κάλυψη του πυθμένα ενός αεροστεγούς δοχείου με 
απορροφητικό ή διηθητικό χαρτί που έχει εμβαπτισθεί 
σε 1χ μείγμα υβριδισμού (άγόπιίχ) (Προσάρτημα 7). Το 
δοχείο προεπωάζεται στον κλίβανο υβριδισμού στους 
55 0 Ο για τουλάχιστον 10 λεπτά. 

5.2.4. Παρασκευάζεται το διάλυμα υβριδισμού (Προ¬ 
σάρτημα 7) θεωρώντας 45 μΙ ανά αντικειμενοφόρο πλά¬ 
κα και προεπωάζεται για 5 λεπτά στους 55 0 Ο. 

5.2.5. Οι αντικειμενοφόροι πλάκες τοποθετούνται σε 
θερμή πλάκα θερμοκρασίας 45 0 Ο και εφαρμόζονται 10 
μΙ διαλύματος υβριδισμού σε καθένα από τα 4 φατνία 
στην(-ις) αντικειμενοφόρο(-ους). 

5.2.6. Εφαρμόζονται 2 καλυπτρίδες (24 χ 24 πιπι) σε 
κάθε αντικειμενοφόρο πλάκα χωρίς να εγκλωβιστεί αέ¬ 
ρας. Οι αντικειμενοφόροι πλάκες τοποθετούνται στον 
προθερμασμένο υγρό θάλαμο και ο υβριδισμός πραγμα¬ 
τοποιείται όλη τη νύκτα στον κλίβανο σε θερμοκρασία 
55 0 Ο στο σκοτάδι. 

5.2.7. Παρασκευάζονται 3 ποτήρια ζέσεως που περι¬ 
έχουν αντίστοιχα 1 I υπέρ καθαρό νερό (ϋΡ\Λ/), 1 I από 
1χ ίιγόπιίχ (334 γπΙ 3χ όγόπιίχ και 666 πιΙ υΡ\Λ/) και 1 I από 


1/2χ όγόπιίχ (167 πιΙ 3χ άγόπιίχ και 833 πιΙ ϋΡ\Λ/).Έκαστο 
προεπωάζεται σε υδατόλουτρο σε θερμοκρασία 55°0. 

5.2.8. Απομακρύνονται οι καλυπτρίδες από τις αντι- 
κειμενοφόρους πλάκες και οι αντικειμενοφόροι πλάκες 
τοποθετούνται στον υποδοχέα αντικειμενοφόρων. 

5.2.9. Ξεπλένεται η περίσσεια ανιχνευτού με επώαση 
για 15 λεπτά στο ποτήρι ζέσεως με 1χ ύγόπιίχ στους 
55 °α 

5.2.10. Ο υποδοχέας αντικειμενοφόρων πλακών μετα- 
φέρεται σε διάλυμα πλυσίματος 1/2 ίιγόπιίχ και επωά¬ 
ζουμε για 15 λεπτά ακόμη. 

5.2.11. Οι αντικειμενοφόροι πλάκες βυθίζονται για σύ¬ 
ντομο χρονικό διάστημα σε 1)Ρ\Λ/ και τοποθετούνται σε 
διηθητικό χαρτί. Η περίσσεια υγρασίας απομακρύνεται 
καλύπτοντας την επιφάνεια απαλά με διηθητικό χαρτί. 
Προστίθενται με σιφώνιο 5-10 μΙ αντιξεθωριαστικού δια¬ 
λύματος έγκλεισης (Θ.ρ. νοοΙαεΝβΙά, νβοία ΙαβοΓαΙοποε, 
ΟΑ, ΨδΑ ή ισοδύναμα) σε κάθε φατνίο και εφαρμόζεται 
μεγάλη καλυπτρίδα (24 χ 60 πιπι) σε ολόκληρη την αντι- 
κειμενοφόρο πλάκα. 

5.3. Ανάγνωση της δοκιμής ΡΙ3Η 

5.3.1. Εξετάζονται οι αντικειμενοφόροι πλάκες αμέ¬ 
σως με μικροσκόπιο προσαρμοσμένο για μικροσκο¬ 
πία επιφθορισμού σε μεγένθυση 630 ή ΙΟΟΟχ με έλαιο 
κατάδυσης. Με φίλτρο κατάλληλο για ισοθειοκυανική 
φθορεϊσίνη (ΡΙΤΟ), τα ευβακτηριακά κύτταρα (συμπε¬ 
ριλαμβανομένων των περισσοτέρων αρνητικών κατά 
Θι-απι κυττάρων) στο δείγμα είναι χρωσμένα πράσινα 
φθορίζοντα. Εάν χρησιμοποιηθεί φίλτρο 5-ισοθειοκυανι- 
κής τετραμεθυλοροδαμίνης, τα κύτταρα του Ο. πι. ευόερ. 
εορβάοπίουε που έχουν χρωσθεί με Ογ3 εμφανίζονται 
φθορίζοντα κόκκινα. Συγκρίνεται η μορφολογία των 
κυττάρων με αυτή των θετικών μαρτύρων. Τα κύτταρα 
πρέπει να είναι πλήρως χρωσμένα με λαμπρό φθορισμό. 
Η δοκιμή ΡΙ3Η (ενότητα 9.4) πρέπει να επαναληφθεί αν 
η χρώση παρεκκλίνει. Τα φατνία εξετάζονται κατά δύο 
κάθετες διαμέτρους και κατά την περίμετρό τους/Οσον 
αφορά τα δείγματα που δεν δείχνουν καθόλου κύτταρα 
ή δείχνουν μικρό αριθμό κυττάρων, πρέπει να παρατη¬ 
ρηθούν τουλάχιστον 40 πεδία μικροσκοπίου. 

5.3.2. Εξετάζεται εάν υπάρχουν λαμπρώς φθορίζοντα 
κύτταρα με τη χαρακτηριστική μορφολογία του Ο. γπ. 
ευόερ. εορβάοπίουδ στα φατνία δοκιμής των αντικειμε- 
νοφόρων δοκιμής (βλέπε ιστοχώρο: ήίΐρ://ίοι·υπι.βυι·ορ3. 
θϋ.ίηΙ/ΡυόΙία/εαηαο/Ηοπίθ/πιαίπ). Η ένταση του φθορισμού 
πρέπει να είναι ισοδύναμη ή καλύτερη από αυτήν της 
χρώσης των θετικών μαρτύρων. Κύτταρα με ατελή χρώ¬ 
ση ή με ασθενή φθορισμό δεν πρέπει να λαμβάνονται 
υπόψη. 
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5.3.3. Εάν υπάρχει υπόνοια επιμόλυνσης, η δοκιμή 
πρέπει να επαναληφθεί. Αυτό μπορεί να ισχύει εάν όλες 
οι αντικειμενοφόροι μιας παρτίδας δείχνουν θετικά κύτ¬ 
ταρα λόγω επιμόλυνσης του ρυθμιστικού διαλύματος 
ή εάν βρεθούν θετικά κύτταρα (εκτός των φατνίων της 
αντικειμενοφόρου) στην επικάλυψη της αντικειμενοφό- 
ρου. 

5.3.4. Υπάρχουν διάφορα προβλήματα σύμφυτα με 
την εξειδίκευση της δοκιμής ΡΙ3Η. Τα ιζήματα των κώ¬ 
νων από τα σημεία πρόσφυσης του στολονίου και των 
τμημάτων των στελεχών ενδέχεται να περιέχουν αν 
και λιγότερο συχνά απ’ότι στη δοκιμή ΙΡ πληθυσμούς 
φθοριζόντων κυττάρων μη τυπικής μορφολογίας κα¬ 
θώς και μη ειδικώς αντιδρώντα σαπροφυτικά βακτήρια 
όμοιου μεγέθους και μορφολογίας με το Ο. πι. ευάερ. 
εοροάοηίουε 

5.3.5. Λαμβάνονται υπόψη μόνον τα φθορίζοντα κύττα¬ 
ρα με τυπικό μέγεθος και μορφολογία, βλέπε 5.3.2. 

5.3.6. Ερμηνεία των αποτελεσμάτων των δοκιμών 
ΡΙ3Η: 

Ο'Εγκυρα αποτελέσματα από τη δοκιμή ΡΙ3Η παρέχο¬ 
νται όταν, χρησιμοποιώντας φίλτρο ΡΙΤΟ, παρατηρού¬ 
νται κύτταρα που είναι χρωσμένα με λαμπρό φθορίζον 
πράσινο χρώμα και διαθέτουν το τυπικό μέγεθος και 
μορφολογία του Ο. πι. ευόερ. εβρθόοηίουε και όταν, 
χρησιμοποιώντας φίλτρο ροδαμίνης, παρατηρούνται 
κύτταρα χρωσμένα με λαμπρό φθορίζον κόκκινο χρώμα 
σε όλους τους θετικούς μάρτυρες και σε κανέναν αρνη¬ 
τικό μάρτυρα. Εάν σε ένα δείγμα εντοπίζονται λαμπρώς 
φθορίζοντα κύτταρα με χαρακτηριστική μορφολογία, 
εκτιμάται ο μέσος αριθμός τυπικών κυττάρων ανά πεδίο 
μικροσκοπίου και υπολογίζεται ο αριθμός των τυπικών 
κυττάρων ανά πιΙ του αναδιαλυμένου ιζήματος (Προ¬ 
σάρτημα 4). Τα δείγματα με λιγότερα από 5x103 τυπικά 
κύτταρα ανά πιΙ αναδιαλυμένου ιζήματος θεωρούνται 
αρνητικά. 

μ) Η δοκιμή ΡΙ3Η είναι αρνητική εάν κύτταρα χρωσμένα 
με λαμπρό φθορίζον κόκκινο χρώμα, τυπικό μέγεθος και 
μορφολογία του Ο. πι. ευόερ. εορθόοηίουε, δεν παρατη¬ 
ρούνται με φίλτρο ροδαμίνης, υπό την προϋπόθεση ότι 
τυπικά κύτταρα χρωσμένα με λαμπρό φθορίζον κόκκινο 
χρώμα παρατηρούνται στα παρασκευάσματα θετικών 
μαρτύρων όταν χρησιμοποιείται φίλτρο ροδαμίνης. 

6. Δοκιμή ΡΟΒ 

Αρχές 

Όταν η δοκιμή ΡΟΒ χρησιμοποιείται ως αρχική δοκι¬ 
μή διαλογής και έχει θετικά αποτελέσματα, πρέπει να 
πραγματοποιηθεί η δοκιμή ΙΕ ως δεύτερη υποχρεωτική 
δοκιμή διαλογής. Όταν η δοκιμή ΡΟΒ χρησιμοποιείται 
ως δεύτερη δοκιμή διαλογής και έχει θετικά αποτελέ¬ 
σματα, απαιτείται διεξαγωγή περαιτέρω δοκιμών σύμ¬ 
φωνα με το διάγραμμα ροής για την ολοκλήρωση της 
διάγνωσης. 

Η πλήρης αξιοποίηση της μεθόδου αυτής ως αρχικής 
δοκιμής διαλογής συνιστάται μόνον όταν έχει αποκτηθεί 
εξειδικευμένη εμπειρία. 

Σημείωση: 

Οι προκαταρκτικές δοκιμές με τη μέθοδο αυτή πρέπει 
να επιτρέπουν την αναπαραγώγιμη ανίχνευση τουλάχι¬ 
στον ΙΟ 3 έως 10 4 κυττάρων του Ο. πι. ευόερ. εοροόσπίουδ 
ανά ππΙ που προστίθεται σε εκχυλίσματα δειγμάτων 
που προηγούμενως έδειξαν αρνητικά αποτελέσματα. 
Μπορεί να χρειασθούν πειράματα βελτιστοποίησης για 


την επίτευξη των μέγιστων επιπέδων ευαισθησίας και 
εξειδίκευσης σε όλα τα εργαστήρια. 

Χρησιμοποιούνται επικυρωμένα αντιδραστήρια και 
πρωτόκολλα ΡΟΒ. Επιλέγεται κατά προτίμηση μέθοδος 
με εσωτερικό μάρτυρα. 

Λαμβάνονται οι κατάλληλες προφυλάξεις ώστε να 
αποφευχθεί η επιμόλυνση του δείγματος με ϋΝΑ στό¬ 
χο. Η δοκιμή ΡΟΒ θα πρέπει να πραγματοποιείται από 
πεπειραμένους τεχνικούς, σε καθιερωμένα εργαστήρια 
μοριακής βιολογίας, έτσι ώστε να ελαχιστοποιηθεί η 
πιθανότητα επιμόλυνσης με ϋΝΑ στόχο 

Οι αρνητικοί μάρτυρες (για εξαγωγή ϋΝΑ και ΡΟΒ) 
πρέπει πάντοτε να χειρίζονται ως τελικά δείγματα στη 
διαδικασία, έτσι ώστε να καθίσταται φανερή ενδεχόμενη 
μεταφορά ϋΝΑ. 

Στη δοκιμή ΡΟΒ πρέπει να περιλαμβάνονται οι ακό¬ 
λουθοι αρνητικοί μάρτυρες: 

- εκχύλισμα δείγματος που προηγουμένως ήταν αρνη¬ 
τικό στη δοκιμή για το Ο. πι. δυόδρ. δθροάοηίουδ. 

- μάρτυρες ρυθμιστικών διαλυμάτων που χρησιμο¬ 
ποιούνται για την εξαγωγή του βακτηρίου και του ϋΝΑ 
από το δείγμα. 

- μείγμα αντίδρασης ΡΟΒ. 

Πρέπει να περιλαμβάνονται οι ακόλουθοι θετικοί μάρ¬ 
τυρες: 

- κατάλληλες ποσότητες αναδιαλυμένων ιζημάτων 
στις οποίες έχει προστεθεί το Ο. πι. δυόδρ. δθροάοηίουδ 
(για την παρασκευή βλέπε Προσάρτημα 2). 

- αιώρημα 106 κυττάρων ανά πιΙ νερού παθογόνου 
απομόνωσης του Ο. πι. δυάερ. δβρβάοηίουδ (π.χ. ΝΟΡΡΒ 
2140 ή ΝΟΡΡΒ 4053). 

- εάν είναι δυνατόν, χρησιμοποιείται επίσης ϋΝΑ από 
δείγματα θετικών μαρτύρων κατά τη διενέργεια της 
δοκιμής ΡΟΒ. 

Για την αποφυγή πιθανής επιμόλυνσης παρασκευά¬ 
ζονται θετικοί μάρτυρες σε ξεχωριστό περιβάλλον από 
τα δείγματα προς δοκιμή. 

Τα εκχυλίσματα δείγματος πρέπει να έχουν απαλλα¬ 
γεί στο μέγιστο δυνατό βαθμό από χώμα. Για το λόγο 
αυτό, συστήνεται σε ορισμένες περιπτώσεις να προε¬ 
τοιμάζονται οι εξαγωγές από πλυμένες πατάτες εάν 
πρόκειται να χρησιμοποιηθούν πρωτόκολλα ΡΟΒ. 

6.1. Μέθοδοι καθαρισμού ϋΝΑ 

Χρησιμοποιούνται δείγματα θετικών και αρνητικών 

μαρτύρων όπως περιγράφηκε παραπάνω. 

Η παρασκευή του υλικού των μαρτύρων γίνεται με τον 
ίδιο τρόπο όπως εκείνη του ή των δειγμάτων. 

Υπάρχουν διάφορες διαθέσιμες μέθοδοι για τον κα¬ 
θαρισμό του ϋΝΑ στόχου από σύνθετα υποστρώμα¬ 
τα δειγμάτων, απομακρύνοντας κατ’ αυτόν τον τρόπο 
τους παρεμποδιστές της ΡΟΒ και άλλων ενζυματικών 
αντιδράσεων και συγκεντρώνοντας το ϋΝΑ στόχο στο 
εκχύλισμα δείγματος. 

Η ακόλουθη μέθοδος έχει βελτιστοποιηθεί με σκοπό 
τη χρήση με την επικυρωμένη μέθοδο ΡΟΒ που περι- 
γράφεται στο Προσάρτημα 6. 

6.1. α) Μέθοδος ΡαδίπΚ (2000): 

1. Προστίθενται με σιφώνιο 220 μι ρυθμιστικού διαλύ¬ 
ματος λύσης (100 πηΜ ΝεΟΙ, 10 πιΜ Τπδ-ΗΟΙ [ρΗ 8.0], 1 ππΜ 
ΕΟΤΑ [ρΗ 8.0]) σε σωλήνα Ερρθηάοά 1,5 γπΙ. 

2. Προστίθενται 100 μΙ εκχυλίσματος δείγματος και 
τοποθετούνται σε θερμικό μπλοκ ή υδατόλουτρο σε 
θερμοκρασία 95 0 Ο για 10 λεπτά. 
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3. Ο σωλήνας τοποθετείται σε πάγο για 5 λεπτά. 

4. Προστίθενται 80 μΙ πυκνού διαλύματος λυσοζύμης 
(50 πιρ λυσοζύμη ανά πιΙ σε 10 πιΜ Τπε ΗΟΙ, ρΗ 8.0) και 
επωάζονται στους 37 °0 για 30 λεπτά. 

5. Προστίθενται 220 μΙ διαλύματος Α Εβεγ ϋΝΑ® 
(ΙηνιίΓοςβη), αναμειγνύονται καλά σε συσκευή νοΓίβχ και 
επωάζονται στους 65 0 Ο για 30 λεπτά. 

6. Προστίθενται 100 μΙ διαλύματος Β Εαεγ ϋΝΑ® 
(ΙηνίίΓορβη), αναμειγνύονται με ένταση σε συσκευή νοιίβχ 
έως ότου το ίζημα να ρέει ελεύθερα στο σωλήνα και 
το δείγμα να είναι ομοιόμορφα ιξώδες. 

7. Προστίθενται 500 μΙ χλωροφόρμιου και αναμειγνύ¬ 
ουμε με στροβιλισμό (νοιΤοχ) έως ότου μειωθεί το ιξώ¬ 
δες και το μείγμα είναι ομοιογενές. 

8. Ακολουθεί φυγοκέντριση σε 15.000 9 για 20 λεπτά 
σε θερμοκρασία 4 0 Ο για το διαχωρισμό των φάσεων 
και τη δημιουργία της ενδιάμεσης φάσης. 

9. Η άνω φάση μεταφέρεται σε νέο σωλήνα 
ΕρροηάοιΤ. 

10. Προστίθεται 1 πιΙ από 100% αιθανόλη (-20° Ο), ανα¬ 
μειγνύεται με στροβιλισμό (νοάθχ) για σύντομο χρονικό 
διάστημα και επωάζεται σε πάγο για 10 λεπτά. 

11. Φυγοκεντρείται σε 15.000 9 για 20 λεπτά στους 4° 
Ο και απομακρύνεται η αιθανόλη από το ίζημα. 

12. Προστίθενται 500 μΙ 80% αιθανόλης (-20° Ο) και 
αναμειγνύουμε αναποδογυρίζοντας το σωλήνα. 

13. Ακολουθεί φυγοκέντριση σε 15.000 9 για 10 λεπτά 
στους 4°0 διατηρείται το ίζημα και απομακρύνεται η 
αιθανόλη. 

14. Αφήνουμε το ίζημα να στεγνώσει στον αέρα ή σε 
ϋΝΑ δροοά ναο. 

15. Το ίζημα αναδιαλύεται σε 100 μΙ αποστειρωμένου 
υΡνν και αφήνεται σε θερμοκρασία δωματίου για του¬ 
λάχιστον 20 λεπτά. 

16. Αποθηκεύεται στους -20° Ο έως ότου χρειασθεί να 
χρησιμοποιηθεί για την ΡΟΗ. 

17. Καθιζάνεται με φυγοκέντριση οιοδήποτε λευκό ίζη¬ 
μα και χρησιμοποιούνται 5 μΙ του υπερκείμενου υγρού 
που περιέχει ϋΝΑ για την ΡΟΗ. 

6.1 .β) Άλλες μέθοδοι 

Είναι δυνατόν να εφαρμοσθούν άλλες μέθοδοι εξαγω¬ 
γής ϋΝΑ (π.χ. Οί39θπ ϋΝοβεγ Ρίβπί ΚίΙ) με την προϋπόθε¬ 
ση ότι έχει αποδειχθεί πως είναι εξίσου αποτελεσματι¬ 
κές για τον καθαρισμό ϋΝΑ από δείγματα μαρτύρων που 
περιέχουν 103 έως 104 κύτταρα παθογόνου ανά πιΙ. 

6.2. ΡΟΗ 

6.2.1. Τα προς δοκιμή πρότυπα και εκείνα των μαρ¬ 
τύρων παρασκευάζονται για την ΡΟΗ σύμφωνα με το 
επικυρωμένο πρωτόκολλο (Προσάρτημα 6). Παρασκευ¬ 
άζεται μια δεκαδική αραίωση εκχυλίσματος ϋΝΑ δείγ¬ 
ματος (1:10 σε υΡνν). 

6.2.2. Παρασκευάζεται το κατάλληλο μείγμα αντίδρα¬ 
σης ΡΟΗ σε περιβάλλον απαλλαγμένο από επιμολύνσεις 
σύμφωνα με το δημοσιευμένο πρωτόκολλο (Προσάρ¬ 
τημα 6). Το επικυρωμένο πρωτόκολλο ΡΟΗ είναι μια 
πολλαπλή αντίδραση που ενσωματώνει επίσης έναν 
εσωτερικό μάρτυρα ΡΟΗ. 

6.2.3. Προσθέτουμε 5 μΙ εκχυλίσματος ϋΝΑ ανά 25 μΙ 
αντίδρασης ΡΟΗ σε αποστειρωμένους σωλήνες ΡΟΗ. 

6.2.4. Ενσωματώνεται δείγμα αρνητικού μάρτυρα που 
περιέχει μόνον μείγμα αντίδρασης ΡΟΗ και προστίθεται 
η ίδια πηγή υΡ\Λ/ που χρησιμοποιήθηκε στο μείγμα ΡΟΗ 
αντί για δείγμα. 


6.2.5. Οι σωλήνες τοποθετούνται στον ίδιο θερμικό 
κυκλοποιητή που χρησιμοποιήθηκε στην προκαταρκτική 
δοκιμή και αρχίζει το καταλλήλως βελτιστοποιημένο 
πρόγραμμα ΡΟΗ (Προσάρτημα 6). 

6.3. Ανάλυση του προϊόντος ΡΟΗ 

6.3.1. Τα αμπλικόνια της ΡΟΗ αναλύονται με ηλε- 
κτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης. Τοποθετούνται για 
μετακίνηση τουλάχιστον 12 μΙ μείγματος αντίδρασης 
ενισχυμένου ϋΝΑ από κάθε δείγμα αναμεμειγμένα με 3 
μΙ ρυθμιστικού διαλύματος φόρτωσης (Προσάρτημα 6) 
σε 2,0% (β/ο) πηκτές αγαρόζης σε ρυθμιστικό διάλυμα 
τρις-Οξικού-ΕϋΤΑ (ΤΑΕ) (Προσάρτημα 6) σε 5-8 V ανά 
οπι. Χρησιμοποιείται ένας κατάλληλος δείκτης ϋΝΑ, π.χ. 
ϋΝΑ σε βαθμίδες ανά 100 άρ. 

6.3.2. Οι ζώνες ϋΝΑ αποκαλύπτονται διά χρώσεως 
σε βρωμιούχο αιθίδιο (0,5 πιρ ανά I) για 30-45 λεπτά 
λαμβάνοντας τις απαραίτητες προφυλάξεις κατά το 
χειρισμό αυτού του μεταλλαξιογόνου. 

6.3.3. Η χρωσμένη πηκτή εξετάζεται υπό υπεριώδη 
ακτινοβολία μικρού μήκους κύματος (π.χ. λ = 302 ηπι) για 
ενισχυμένα προϊόντα ΡΟΗ του αναμενόμενου μεγέθους 
(Προσάρτημα 6) και σημειώνονται τα αποτελέσματα. 

6.3.4. Για όλα τα νέα ευρήματα/περιπτώσεις, επιβεβαι¬ 
ώνεται η αυθεντικότητα του αμπλικονίου ΡΟΗ με την 
πραγματοποίηση ανάλυσης με ένζυμο περιορισμού σε 
δείγμα του εναπομείναντος ενισχυμένου ϋΝΑ με επώ¬ 
αση στη βέλτιστη θερμοκρασία και χρόνο με το κατάλ¬ 
ληλο ένζυμο και ρυθμιστικό διάλυμα (βλέπε Προσάρτημα 
6). Τα τμήματα που υπέστησαν πέψη αναλύονται με 
ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης όπως προηγου¬ 
μένως και παρατηρείται υπό υπεριώδη ακτινοβολία το 
χαρακτηριστικό πρότυπο του θραύσματος περιορισμού 
μετά τη χρώση με βρωμιούχο αιθίδιο και συγκρίνεται με 
το θετικό μάρτυρα που δεν υπέστη πέψη και το θετικό 
μάρτυρα που υπέστη πέψη. 

Ερμηνεία των αποτελεσμάτων των δοκιμών ΡΟΗ: 

Η δοκιμή ΡΟΗ είναι αρνητική εάν το αναμενόμενου 
μεγέθους, ειδικό για το Ο. ηη. ευάερ. εορβάοπίουε αμπλι- 
κόνιο ΡΟΗ δεν ανιχνευθεί για το εν λόγω δείγμα αλλά 
ανιχνευθεί για όλα τα δείγματα θετικών μαρτύρων (στην 
περίπτωση πολλαπλής ΡΟΗ με εκκινητές εσωτερικών 
μαρτύρων ειδικούς για φυτά: πρέπει να ενισχυθεί ένα 
δεύτερο, αναμενόμενου μεγέθους, προϊόν ΡΟΗ με το 
εν λόγω δείγμα). 

Η δοκιμή ΡΟΗ είναι θετική εάν ανιχνευθεί το ειδικό 
για το Ο. πι. ευάερ. εορβάοπίουε αμπλικόνιο της ΡΟΗ 
στο αναμενόμενο μέγεθος και πρότυπο περιορισμού 
(όταν αυτό απαιτείται), εφόσον δεν έχει ενισχυθεί από 
οιοδήποτε εκ των δειγμάτων αρνητικών μαρτύρων. Η 
αξιόπιστη επιβεβαίωση τυχόν θετικού αποτελέσματος 
είναι δυνατόν να επιτευχθεί επίσης με την επανάληψη 
της δοκιμής με δεύτερο σετ εκκινητών ΡΟΗ (ενότητα 
9.3). 

Σημείωση: 

Μπορεί να υπάρξουν υπόνοιες για παρεμπόδιση της 
ΡΟΗ εάν το αναμενόμενο αμπλικόνιο αποκτηθεί από 
το δείγμα θετικού μάρτυρα που περιέχει Ο. πι. ευόερ. 
εορβάοπίουε σε ύδωρ αλλά προκύπτουν αρνητικά απο¬ 
τελέσματα από θετικούς μάρτυρες με Ο. πι. ευβερ. 
εορβάοπίουε σε εκχύλισμα πατάτας. Στα πρωτόκολλα 
πολλαπλής ΡΟΗ με εσωτερικούς ελέγχους ΡΟΗ, υπάρ¬ 
χει ένδειξη για παρεμπόδιση της αντίδρασης εάν δεν 
προκύψει κανένα από τα δύο αμπλικόνια. 
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Υπάρχει υπόνοια για επιμόλυνση εάν το αναμενόμενο 
αμπλικόνιο προκόψει από έναν ή περισσότερους αρνη¬ 
τικούς μάρτυρες. 

7. ΒΙΟΔΟΚΙΜΗ 

Σημείωση: 

Οι προκαταρκτικές δοκιμές με τη μέθοδο αυτή θα πρέ¬ 
πει να καθιστούν δυνατή την αναπαραγώγιμη ανίχνευση 
103 έως 104 μονάδων του Ο. πι. ευάερ. εοροάσπίουε που 
σχηματίζουν αποικίες ανά πιΙ που προστίθεται σε εκχυ¬ 
λίσματα δειγμάτων που προηγουμένως ήταν αρνητικά 
στις δοκιμές (για την παρασκευή βλέπε Προσάρτημα 
2 ). 

Η ύψιστη ευαισθησία της ανίχνευσης μπορεί να ανα¬ 
μένεται όταν χρησιμοποιείται εκχύλισμα δείγματος που 
έχει μόλις παρασκευασθεί και υπάρχουν οι βέλτιστες 
συνθήκες ανάπτυξης. Ωστόσο, η μέθοδος μπορεί να 
εφαρμοσθεί επιτυχώς σε εκχυλίσματα που έχουν απο- 
θηκευθεί σε γλυκερίνη στους -68 έως -86° Ο. 

Ορισμένες ποικιλίες (ρυτών μελιτζάνας αποτελούν 
εξαιρετικό υπόστρωμα εκλεκτικού εμπλουτισμού για 
την ανάπτυξη του Ο. πι. ευάερ. εβρθάοηίουε ακόμη και 
ελλείψει συμπτωμάτων και αποτελούν εξαιρετική δοκιμή 
επιβεβαίωσης στον ξενιστή. 

Οι συνθήκες ανάπτυξης πρέπει να είναι βέλτιστες έτσι 
ώστε να είναι μειωμένος ο κίνδυνος λανθασμένων αρ¬ 
νητικών αποτελεσμάτων της δοκιμής. 

Για τις λεπτομέρειες καλλιέργειας, βλέπε Προσάρ¬ 
τημα 8. 

7.1. Διανέμεται το σύνολο της εναπομείνασας πο¬ 
σότητας δοκιμής του αναδιαλυμένου ιζήματος της 
ενότητας 3.1.6 ή 3.2.5 μεταξύ φυτών μελιτζάνας με μία 
από τις μεθόδους που δίδονται παρακάτω (7.3 ή 7.4). 
Χρησιμοποιούνται μόνον τα φυτά στο στάδιο του 2- 
3ου πραγματικού φύλλου έως την πλήρη ανάπτυξη του 
τρίτου πραγματικού φύλλου. Για την εξασφάλιση της 
πλήρους χρήσης του αναδιαλυμένου ιζήματος καθώς 
και της αποτελεσματικής μόλυνσης, απαιτούνται 15-25 
φυτά μελιτζάνας ανά δείγμα για τις διαδικασίες που 
περιγράφονται παρακάτω. 

7.2. Τα φυτά μελιτζάνας δεν ποτίζονται για 1 έως 2 
ημέρες πριν την μόλυνση προκειμένου να μειωθεί η 
πίεση σπαργής. 

7.3. Μόλυνση σχισμής 

7.3.1. Το φυτό συγκροτείται μεταξύ δύο δακτύλων 
και μια σταγόνα (περίπου 5-10 μΙ) του αιωρήματος του 
ιζήματος τοποθετείται με σιφώνιο επί του στελέχους, 
μεταξύ των κοτυληδόνων και του πρώτου φύλλου. 

7.3.2. Με ένα αποστειρωμένο νυστέρι, πραγματοποι¬ 
είται στο στέλεχος μια διαγώνια σχισμή, μήκους 1,0 οπι 
και βάθους ίσου προς τα 2/3 περίπου της διαμέτρου 
του στελέχους, αρχίζοντας την τομή από τη σταγόνα 
του ιζήματος. 

7.3.3. Η τομή καλύπτεται με αποστειρωμένη βαζελίνη 
από μια σύριγγα. 

7.4. Μόλυνση με σύριγγα 

Τα στελέχη των φυτών μελιτζάνας μολύνονται ακρι¬ 
βώς πάνω από τις κοτυληδόνες με μια σύριγγα με υπο¬ 
δερμική βελόνα (τουλάχιστον 230). Το δείγμα κατανέ- 
μεται μεταξύ των φυτών μελιτζάνας. 

7.5. Ως θετικοί μάρτυρες, μολύνονται 5 φυτά με υδα¬ 
τικό αιώρημα 105 έως 106 κυττάρων ανά πιΙ γνωστής 
καλλιέργειας του Ο. πι. ευάερ. εοροάσπίουε και, όπου 
είναι δυνατόν, με φυσικώς μολυσμένους ιστούς κονδύ¬ 


λων (βλέπε ενότητα 4) με την ίδια μέθοδο μόλυνσης 
(7.3 ή 7.4). 

7.6. Ως αρνητικοί μάρτυρες, μολύνονται 5 φυτά με 
αποστειρωμένο ρυθμιστικό διάλυμα ιζήματος με την 
ίδια μέθοδο μόλυνσης (7.3 ή 7.4). 

7.7. Τα φυτά επωάζονται σε εγκαταστάσεις καρα¬ 
ντίνας για χρονικό διάστημα μέχρι 4 εβδομάδων σε 
θερμοκρασία 18 - 24 0 Ο. Τα φυτά επωάζονται με επαρ¬ 
κές φως και υψηλή υγρασία (70 - 80%) και ποτίζονται 
για την αποφυγή υπεράρδευσης ή μάρανσης λόγω έλ¬ 
λειψης νερού. Τα κύτταρα του Ο. πι. εερ. εοροάσπίουε 
νεκρώνονται σε θερμοκρασίες άνω των 30°Ω και η βέλ¬ 
τιστη θερμοκρασία είναι 21°0. Γ ια την αποφυγή της 
επιμόλυνσης, επωάζονται τα φυτά θετικών και αρνητι¬ 
κών μαρτύρων σε σαφώς διαχωρισμένους πάγκους σε 
θερμοκήπιο ή θάλαμο ανάπτυξης ή, εάν ο χώρος είναι 
περιορισμένος, εξασφαλίζεται ο αυστηρός διαχωρι¬ 
σμός μεταξύ των χειρισμών. Εάν πρέπει να επωασθούν 
φυτά για διαφορετικά δείγματα το ένα κοντά στο άλλο, 
διαχωρίζονται με κατάλληλα παραπετάσματα. Κατά 
τη λίπανση, το πότισμα, την επιθεώρηση και οιουσδή- 
ποτε άλλους χειρισμούς πρέπει να δίδεται εξαιρετική 
προσοχή ώστε να αποφεύγεται τυχόν επιμόλυνση. Εί¬ 
ναι σημαντικό να διατηρούνται τα θερμοκήπια και οι 
θάλαμοι ανάπτυξης απαλλαγμένα από όλα τα έντομα 
εχθρούς καθώς μπορεί να μεταδίδουν το βακτήριο από 
δείγμα σε δείγμα. 

7.8. Ελέγχονται τακτικά για συμπτώματα μετά από μία 
εβδομάδα. Μετράται ο αριθμός των φυτών που παρου¬ 
σιάζουν συμπτώματα. Στα φυτά μελιτζάνας, το Ο. πι. 
ευάερ. εοροάσπίουε προκαλεί μαρασμό των φύλλων, ο 
οποίος μπορεί να αρχίσει ως περιμετρική ή μεσονεύρια 
έλλειψη σπαργής. Οι μαραμένοι ιστοί ενδέχεται να είναι 
αρχικά βαθυπράσινοι ή μωσαϊκόμορφοι, αλλά στη συ¬ 
νέχεια γίνονται χλωρωτικοί πριν νεκρωθούν. Συχνά, οι 
μαραμένοι ιστοί μεταξύ των νευρώσεων έχουν λιπώδη 
και βρεγμένη εμφάνιση. Η περίμετρος των νεκρωτικών 
ιστών είναι συχνά έντονα κίτρινη. Τα φυτά δεν νεκρώ¬ 
νονται πάντοτε- όσο μεγαλύτερη είναι η περίοδος πριν 
την εμφάνιση των συμπτωμάτων, τόσο μεγαλύτερη είναι 
η πιθανότητα επιβίωσης. Τα φυτά είναι δυνατόν να επι- 
ζήσουν της μόλυνσης. Τ α νεαρά φυτά μελιτζάνας είναι 
πολύ πιο ευαίσθητα σε χαμηλούς πληθυσμούς του Ο. πι. 
ευάερ. εοροάσπίουε από τα ηλικιωμένα φυτά και εξαυτού 
προκύπτει η αναγκαιότης χρησιμοποίησης φυτών που 
είναι στο στάδιο των 3 πραγματικών φύλλων ή λίγο 
πριν απ’αυτό. 

Μαρασμοί μπορεί επίσης να προκαλούνται από πληθυ¬ 
σμούς άλλων βακτηρίων ή μυκήτων που υπάρχουν στο 
ίζημα ιστών κονδύλων. Αυτά περιλαμβάνουν τα ΒοΙείοηίο 
εοΙοποοοοΓυπι, Επ/νίπίο οοΐΌΐονοΐΌ ευάερ. σοΓοίονοΐΌ και 
Ε. οοΓοίονοΓΟ ευάερ. οίΓοεορΙίοο, Επ/νίπίο οάΓγεοπίάοπιί, 
Ράοπιο οχίςυο νοε ίονοοία, καθώς και μεγάλοι πληθυ¬ 
σμοί σαπροφυτικών βακτηρίων. Ιδιαίτερα το Εη/νίηία 
οάΓγεοπΙάοπιί μπορεί να προκαλέσει συμπτώματα των 
φύλλων και μάρανση που είναι σε μεγάλο βαθμό όμοια 
με τα συμπτώματα του Ο. πι.εερ. εοροάσπίουε. Η μόνη 
διαφορά είναι η μελάνωση των στελεχών στην περί¬ 
πτωση των μολύνσεων από το Εη/νίηία οάΓγεαηίάοπιί. 
Άλλοι μαρασμοί μπορεί να διακριθούν από εκείνους που 
προκαλούνται από το Ο. πι. ευάερ. εοροάσπίουε λόγω του 
ότι μαραίνονται γρήγορα ολόκληρα φύλλα ή ολόκληρα 
φυτά. Είναι επίσης δυνατόν να παρασκευασθεί μια χρώ- 




ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


10829 


ση κατά Θγ3ιτι: η εν λόγω δοκιμή θα διαφοροποιήσει το 
Ο. ιτι. ευόερ. εβρθάοηίουε από το Ετννίηίβ ερρ. 

7.9. Μόλις παρατηρηθούν συμπτώματα στα φυτά μελι¬ 
τζάνας, πρέπει να πραγματοποιηθεί εκ νέου απομόνωση, 
χρησιμοποιώντας τα τμήματα του μαραμένου ιστού των 
φύλλων ή του ιστού των στελεχών των φυτών (βλέπε 

3.1.3. για τη διαβροχή των ιστών). Η επιφάνεια των φύλ¬ 
λων και των στελεχών των φυτών μελιτζάνας απολυ- 
μαίνεται με σφουγγάρι εμποτισμένο με 70% αιθανόλη. 
Πραγματοποιείται δοκιμή ΙΡ ή ΡΩΒ στον χυμό των φυτών 
μελιτζάνας και απομονώνεται σε κατάλληλο (εκλεκτι- 
κό) υπόστρωμα (βλέπε ενότητα 8). Μπορεί επίσης να 
παρασκευασθεί μια χρώση κατά Θι-επι (Προσάρτημα 
9). Ταυτοποιούνται οι καθαρισμένες καλλιέργειες του 
πιθανού Ο. πι. ευόερ. εβρθάοηίουε και επιβεβαιώνεται η 
παθογένεια (βλέπε ενότητα 9 και 10). 

7.10. Υπό ορισμένες συνθήκες, ιδίως δε όταν οι συν¬ 
θήκες ανάπτυξης δεν είναι άριστες, είναι δυνατόν για 
το Ο. πι. ευάερ. εβρβάοηίουε να υπάρχει ως λανθάνουσα 
προσβολή στα φυτά μελιτζάνας ακόμη και μετά από 
επώαση 4 εβδομάδων. Εάν δεν παρατηρηθούν συμπτώ¬ 
ματα μετά από 4 εβδομάδες, πραγματοποιείται δοκιμή 
ΙΡ/ΡΟΒ σε σύνθετο δείγμα τμημάτων στελεχών μήκους 1 
οιτι από κάθε φυτό δοκιμής που έχουν ληφθεί πάνω από 
το σημείο μόλυνσης. Εάν η δοκιμή είναι θετική, πρέπει 
να πραγματοποιηθεί εκ νέου απομόνωση σε κατάλληλο 
(εκλεκτικό) υπόστρωμα σύμφωνα με τη διαδικασία που 
περιγράφεται στην ενότητα 8. Ταυτοποιούνται οι καθα¬ 
ρισμένες καλλιέργειες πιθανού Ο. πι. ευόερ. εβρθάοηίουε 
και επιβεβαιώνεται η παθογένεια (βλέπε ενότητες 9 
και 10). 

Ερμηνεία των αποτελεσμάτων της βιοδοκιμής: 

Τα αποτελέσματα της βιοδοκιμής είναι έγκυρα όταν 
τα φυτά του θετικού μάρτυρα εμφανίζουν τυπικά συ¬ 
μπτώματα, τα βακτήρια είναι δυνατόν να απομονωθούν 
εκ νέου από τα εν λόγω φυτά και δεν εντοπίζονται 
συμπτώματα στους αρνητικούς μάρτυρες. 

Η βιοδοκιμή είναι αρνητική εάν τα φυτά της δοκιμής 
δεν έχουν προσβληθεί από το Ο. πι. ευίοερ. εβρθάοηίουε 
και εάν το Ο. πι. ευίοερ. εβρβάοηίουε ανιχνεύεται στους 
θετικούς μάρτυρες. 

Η βιοδοκιμή είναι θετική εάν τα φυτά δοκιμής είναι 
προσβεβλημένα από το Ο. πι. ευίοερ. εβρβάοηίουε. 

8. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΤΟΥ Ο. Μ. δυΡ3Ρ. δΕΡΕϋΟΝΙΟυδ 

Σημείωση: 

Η διάγνωση ολοκληρώνεται μόνον εάν το Ο. πι. ευίοερ. 
εβρβάοηίουε έχει απομονωθεί, στη συνέχεια ταυτοποι- 
ηθεί (βλέπε ενότητα 9) και επιβεβαιωθεί μέσω δοκιμής 
παθογένειας (ενότητα 10). Μολονότι το Ο. πι. ευίοερ. 
εβρβάοηίουε είναι απαιτητικός οργανισμός, είναι δυ¬ 
νατόν να απομονωθεί από ιστούς που παρουσιάζουν 
συμπτώματα. 

Ωστόσο, το βακτήριο αυτό μπορεί να καλυφθεί από 
ταχέως αναπτυσσόμενα σαπροφυτικά βακτήρια και, για 
το λόγο αυτό, είναι δύσκολη η απομόνωση απευθείας 
από το ίζημα ιστών κονδύλου ή στελέχους (ενότητα 3.1.6 
ή 3.2.5). Με εκλεκτικό υπόστρωμα και την κατάλληλη 
αραίωση του αναδιαλυμένου ιζήματος από τους κώνους 
που έχουν αφαιρεθεί από τα σημεία πρόσφυσης των 
στολονίων της πατάτας ή τα στελέχη είναι δυνατή η 
άμεση απομόνωση του Ο. πι. ευόερ. εβρβάοηίουε. 

Οι απομονώσεις πραγματοποιούνται από όλα τα τμή¬ 
ματα συμπτωματικών κονδύλων ή στελεχών πατάτας 


καθώς και από φυτά μελιτζάνας στα οποία δεν παρα¬ 
τηρήθηκαν συμπτώματα αλλά η δοκιμή ΙΡ/ΡΟΒ σύνθετου 
δείγματος είχε θετικά αποτελέσματα (βλέπε ενότητα 
7.10). Όταν είναι απαραίτητο, η διαβροχή των στελεχών 
των φυτών μελιτζάνας πρέπει να γίνεται όπως περιγρά- 
φεται στην ενότητα 3.1.3. 

Ως θετικοί μάρτυρες, παρασκευάζονται δεκαδικές 
αραιώσεις από αιώρημα 106 σΐυ ανά πιί του Ο. πι. ευόερ. 
εβρβάοηίουε (π.χ. ΝΟΡΡΒ 4053 ή Ρϋ 406). Για την αποφυ¬ 
γή ενδεχόμενης επιμόλυνσης, παρασκευάζονται θετικοί 
μάρτυρες πλήρως διαχωρισμένοι από τα δείγματα προς 
δοκιμή. 

Η καταλληλότητα κάθε νέας παρτίδας εκλεκτικού 
υποστρώματος όσον αφορά την ανάπτυξη του παθο- 
γόνου πρέπει να ελέγχεται πριν χρησιμοποιηθεί για τον 
έλεγχο των συνήθων δειγμάτων 

Η δοκιμή του υλικού των μαρτύρων γίνεται με τον ίδιο 
τρόπο όπως αυτή του ή των δειγμάτων 

8.1. Εκλεκτική απομόνωση επί στερεού υποστρώματος 

8.1.1. Από 100 μι κατάλληλης ποσότητας δείγματος 
αναδιαλυμένου ιζήματος πατάτας ή χυμού φυτών μελι¬ 
τζάνας παρασκευάζονται 10πλές αραιώσεις σε ρυθμι¬ 
στικό διάλυμα ιζήματος (Προσάρτημα 3). 

8.1.2. Η απομόνωση από μη αραιωμένο ίζημα πατάτας 
αποτυγχάνει συνήθως λόγω της συνήθειας απαιτητι¬ 
κής ανάπτυξης του Οπιε και του ανταγωνισμού από τα 
σαπρόφυτα. Λόγω του ότι το βακτήριο υπάρχει συνή¬ 
θως σε μεγάλους πληθυσμούς στους προσβεβλημένους 
ιστούς, τα σαπρόφυτα μπορούν συνήθως να αραιωθούν 
ενώ το παθογόνο παραμένει. Γ ια το λόγο αυτό, συνι- 
στάται να εξαπλωθούν, χρησιμοποιώντας εξαπλωτήρες 
[ράβδοι χόκεϋ (ίιοοΚβγ εΐίοίο)] και την τεχνική εξάπλω- 
σης σε τρυβλία (ερίΌβά ρίβΐβ), 100 μι από κάθε δείγμα, 
σε αραιώσεις 1/100 έως 1/10000, σε υπόστρωμα ΜΤΝΑ ή 
ΝΩΡ-88 (Προσάρτημα 5) (εάν χρησιμοποιούνται τρυβλία 
ΡβΙιϊ διαμέτρου 90 πιπι - προσαρμόζεται ο όγκος για 
εναλλακτικά μεγέθη τρυβλίων). 

Σημείωση: 

Μια εναλλακτική στρατηγική είναι η εξάπλωση της αρ¬ 
χικής ποσότητας 100 μι ιζήματος πατάτας επί ενός πρώ¬ 
του τρυβλίου 393Γ με έναν εξαπλωτήρα. Στη συνέχεια 
μεταφέρεται ο εξαπλωτήρας σε ένα δεύτερο τρυβλίο 
393Γ, εξαπλώνοντας οιοδήποτε υπόλειμμα έχει μείνει 
στον εξαπλωτήρα η διαδικασία αυτή επαναλαμβάνεται, 
τέλος, σε ένα τρίτο τρυβλίο, δίδοντας κατ’αυτόν τον 
τρόπο αποτέλεσμα αραιώσεως επί του υποστρώματος 
μέσω του εξαπλωτήρα. 

8.1.3. Τα τρυβλία επωάζονται στο σκοτάδι στους 21- 
23 °Ω. 

8.1.4. Οι αρχικές εξετάσεις των τρυβλίων, συμπερι¬ 
λαμβανομένων, όσον αφορά τα τρυβλία των μαρτύρων, 
των μετρήσεων των αποικιών που είναι όμοιες με το Ο. 
πι. ευόερ. εβρβάοηίουε, πραγματοποιούνται μετά από 3 
ημέρες, ενώ περαιτέρω μετρήσεις γίνονται μετά από 
5,7 και τελικά 10 ημέρες. 

8.2. Καθαρισμός ύποπτων αποικιών 

Σημείωση: 

Η υποκαλλιέργεια αποικιών που μοιάζουν με Ό. πι. 
ευβερ. εβρβάοηίουε πρέπει να διεξάγεται σε υπόστρωμα 
ΥΘΜ για μόλυνση φυτών μελιτζάνας ή/και ακόλουθη 
ταυτοποίηση- αυτό πρέπει να γίνει προτού μεγαλώσει 
υπερβολικά η ανάπτυξη στα τρυβλία, δηλαδή κατά προ¬ 
τίμηση μετά από 3-5 ημέρες. 
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8.2.1. Οι αποικίες που μοιάζουν με εκείνες του Ο. πι. 
ευόερ. δθρθάοηίουε διασπείρονται γραμμωτά σε ένα από 
τα ακόλουθα θρεπτικά υλικά (η σύνθεση των υποστρω¬ 
μάτων δίδεται στο Προσάρτημα 5): 

ηυΐπθηΐ άβχίΓοεβ αραι - (μόνον για υποκαλλιέργεια) 

γβαεί ρβρίοπθ οΐυοοεβ 393 η 

γβ 33 ΐ θχίΓβσί ηηίηθΓβΙ εβΙΙε 393η 

Επωάζουμε στους 21° Ο - 24° Ο μέχρι 10 ημέρες. 

Το Ο. ππ. ευάερ. εβρβάοηίουε αναπτύσσεται αργά, συ¬ 
νήθως παράγοντας αποικίες χρώματος κρεμ, υπερυ¬ 
ψωμένες, μεγέθους μύτης καρφίτσας εντός δέκα ημε¬ 
ρών. (Φωτογραφίες τυπικών αποικιών του Ο. πι. ευόερ. 
δθρθάοηίουε, βλέπε ιστοχώρο: Ιι1ίρ://ίοι·υπι.βυΐΌρ3.θυ.ίηΙ/ 
ΡυάΙίο/ίΓο/εαποο/Ηοπίθ/πιαίη). 

8.2.2. Επαναδιασπείρονται γραμμωτά για να εξασφα¬ 
λιστεί η καθαρότητα. 

Οι ρυθμοί ανάπτυξης βελτιώνονται με υποκαλλιέργει- 
ες. Οι τυπικές αποικίες είναι χρώματος κρεμ-λευκού ή 
ελεφάντινου, ενδεχομένως κίτρινου, στρογγυλές, λείες, 
υπερυψωμένες, θολωτές, βλεννώδεις-ρευστές, με πλήρη 
περίμετρο και με διάμετρο 1-3 πιπι συνήθως. 

Μια απλή χρώση κατά Θγθπι (προσάρτημα 9) μπορεί να 
συμβάλει στην επιλογή των αποικιών για τη διενέργεια 
περαιτέρω δοκιμών. 

8.2.3. Ταυτοποιούνται οι πιθανές καλλιέργειες (βλέπε 
ενότητα 9) και πραγματοποιείται δοκιμή παθογένειας 
(βλέπε ενότητα 10). 

9. Ταυτοποίηση 

Ταυτοποιούνται οι καθαρές καλλιέργειες των πιθανών 
απομονώσεων του Ο. πι. ευόερ. δθρθάοηίουε χρησιμοποι¬ 
ώντας τουλάχιστον δύο από τις ακόλουθες δοκιμές που 
βασίζονται σε διαφορετικές βιολογικές αρχές. 

Για κάθε δοκιμή που πραγματοποιείται, συμπεριλαμβά- 
νονται γνωστά στελέχη αναφοράς όπου ενδείκνυται. 

9.1. Θρεπτικές και ενζυματικές δοκιμές ταυτοποίη- 

σπς 

Προσδιορίζονται οι ακόλουθες φαινοτυπικές ιδιότη¬ 
τες που παρουσιάζει ή όχι εν γένει το Θ. πι. ευάερ. 
εβρθάοηίουε, σύμφωνα με τις μεθόδους των ΕθΙΙίοίΙ 
και δίοαά (1987), ΚΙοπιαπΙ βί 31. (1990), 8οίΐ33ά (2001), 
Αποπγπιουε (1987). 

Όλα τα υποστρώματα πρέπει να επωάζονται στους 
21 °Θ και να εξετάζονται ύστερα από έξι ημέρες. Εάν το 
βακτήριο δεν έχει αναπτυχθεί, η επώαση συνεχίζεται 
για 20 ημέρες συνολικά. 

Όλες οι δοκιμές πρέπει να περιλαμβάνουν ένα γνωστό 
στέλεχος του Ο. πι. ευάερ. δθρθάοηίουε ως μάρτυρα. Οι 
θρεπτικές και φυσιολογικές δοκιμές πρέπει να διενερ- 
γούνται με τη χρήση μολυσμάτων από υποκαλλιέργειες 
σε ηυΐπθηΐ αςαε Οι μορφολογικές συγκρίσεις πρέπει να 
γίνονται από καλλιέργειες σε ηυΐηβηί άβχΙΐΌδβ 39 3Γ. 

Δοκιμές Αναμενόμενο αποτέλεσμα 

Δοκιμή οξείδωσης/ζύμωσης (Ο/Ρ) Αδρανές ή ασθενώς 

οξειδωτικό 

Ενεργότητα οξειδάσης 
Ανάπτυξη στους 37 "Ο 
Ενεργότητα ουρεάσης 
Υδρόλυση αισκουλίνης + 

Υδρόλυση αμύλου - ή ασθενής 

Ανοχή σε 7 % ΝβΟΙ 
Παραγωγή ινδόλης 

Δραστηριότητα καταλάσης + 

Παραγωγή Η28 

Χρησιμοποίηση κιτρικών ιόντων 


Υγροποίηση ζελατίνης 

Παραγωγή οξέος από γλυκερίνη 

Παραγωγή οξέος από λακτόζη - ή ασθενής 

Παραγωγή οξέος από ραμνόζη 

Παραγωγή οξέος από σαλικίνη 

Χρώση κατά Θιαπι (Προσάρτημα 9) + 

9.2. Δοκιμή ΙΕ 

α) Παρασκευάζεται αιώρημα περίπου 106 κυττάρων 
ανά πιΙ σε ρυθμιστικό διάλυμα ΙΕ (Προσάρτημα 3). 

β) Παρασκευάζεται σειρά διπλών αραιώσεων κατάλ¬ 
ληλου αντιορρού. 

γ) Εφαρμόζουμε τη διαδικασία ΙΕ (ενότητα 4). 

δ) Επιτυγχάνεται θετική δοκιμή ΙΕ εάν ο τίτλος ΙΕ της 
καλλιέργειας είναι ισοδύναμος με αυτόν του θετικού 
μάρτυρα. 

9.3. Δοκιμή ΡΟΗ 

α) Παρασκευάζεται αιώρημα περίπου 106 κυττάρων 
ανά πιΙ σε υπέρ καθαρό νερό (υΡ\Λ/). 

β) Θερμαίνονται 100 μΙ του αιωρήματος κυττάρων σε 
κλειστούς σωλήνες σε θερμικό μπλοκ ή αναβράζον υδα- 
τόλουτρο στους 100 °0 για 4 λεπτά. Εάν είναι απαραίτη¬ 
το, η προσθήκη ΝθΟΗ που έχει μόλις παρασκευασθεί σε 
τελική συγκέντρωση 0,05Μ είναι δυνατόν να συμβάλει 
στη λύση των κυττάρων. Τα δείγματα μπορούν τότε να 
αποθηκευθούν σε θερμοκρασία -16 έως -24 °0 έως ότου 
χρειασθεί να χρησιμοποιηθούν. 

γ) Εφαρμόζονται οι κατάλληλες διαδικασίες ΡΟΗ για 
να ενισχυθούν τα ειδικά αμπλικόνια του Ο. πι. ευάερ. 
εβρβάοηίουε (π.χ. ΡθδΙπΙς 2000- βλέπε προσάρτημα 4· 
ϋ και άθ Βοθγ, 1995 ΜίΙΙε οί 31., 1997- ΡθδίπΚ και Ηθίηβγ, 
1999- ΜίΙΙε ΘΙ 31., 1999)· 

δ) Επιτυγχάνεται θετική ταυτοποίηση του Ο. πι. ευΙοερ. 
δθρθάοηίουε εάν τα αμπλικόνια της ΡΟΗ έχουν το ίδιο 
μέγεθος και τους ίδιους πολυμορφισμούς μήκους θραυ¬ 
σμάτων εκ περιορισμού όπως το στέλεχος των θετικών 
μαρτύρων. 

9.4. Δοκιμή ΕΙδΗ 

α) Παρασκευάζεται αιώρημα περίπου 10 6 κυττάρων 
ανά πιΙ σε υΡ\Λ/. 

β) Εφαρμόζουμε τη διαδικασία ΕΙ3Η (ενότητα 5). 

γ) Επιτυγχάνεται θετική δοκιμή ΕΙ3Η εάν επιτυγχάνο¬ 
νται οι ίδιες αντιδράσεις από την καλλιέργεια και το 
θετικό μάρτυρα. 

9.5. Προφίλ σε λιπαρά οξέα (ΕΑΡ) 

α) Η καλλιέργεια αναπτύσσεται σε ΙΐΎρΙίοβδθ εογ 3931 " 
(Οχοίά) για 72 ώρες στους 21°0 (+/-Τ). 

β) Εφαρμόζεται κατάλληλη διαδικασία ΕΑΡ (ύβηεο, 
1991- 8ΐθ3ά, 1992). 

γ) Επιτυγχάνεται θετική δοκιμή ΕΑΡ εάν το προφίλ 
της πιθανής καλλιέργειας είναι το ίδιο με αυτό του 
θετικού μάρτυρα. ΕΙ παρουσία χαρακτηριστικών λιπα¬ 
ρών οξέων είναι 15:1 ΑηΙθίεο Α, 15:0 Ιεο, 15:0 ΑπΙθίεο, 
16:0 Ιεο, 16:0 και 17:0. Το ΑπΙθίεο είναι σε μεγάλο βαθμό 
ενδεικτικό του Θ. πι. εερ δθρθάοηίουε. Αλλα γένη όπως 
το ΟϋΓίοάθθΙβΓίυπι, το ΑγΙΙίγο03θΙθγ και το ΜίοΓοοοοουε 
έχουν επίσης ορισμένα από τα οξέα αυτά αλλά το 
15:1 ΑπΙθίεο Α είναι σπάνιο οξύ στα εν λόγω βακτήρια 
ενώ παρουσιάζεται σε όλα τα ΘίβνίάθοίθΓ ερρ. και σε 
ποσοστό 1-5%. Στο Ό πι. εερ δθρθάοηίουε η τιμή είναι 
συνήθως γύρω στο 5%. 

9.6. ΒΟΧ-ΡΘΗ 

α) Παρασκευάζεται αιώρημα περίπου 106 κυττάρων 
ανά πιΙ σε υΡ\Λ/. 




ΦΕΚ 562 


ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


10831 


β) Η δοκιμή εφαρμόζεται σύμφωνα με τη διαδικασία 
(δηηίΐά Θί 31., 2001). 

10. ΔΟΚΙΜΗ ΕΠΙΒΕΒΑΙΩΣΗΣ 

Η δοκιμή παθογένειας πρέπει να πραγματοποιείται 
ως τελική επιβεβαίωση της διάγνωσης του Ο. ιτι. δυόδρ. 
δβρβάοηίουδ καθώς και για την εκτίμηση της παθογέ- 
νειας των καλλιεργειών που ταυτοποιούνται ως Ο. ιη. 
δυόδρ. δορβόοπίουδ: 

10.1. Παρασκευάζεται ένα μόλυσμα περίπου 10 6 κυττά¬ 
ρων ανά ππΙ από καλλιέργειες 3 ημερών της απομόνωσης 
προς δοκιμή καθώς και κατάλληλο στέλεχος θετικού 
μάρτυρα του Ο. ιη. δυόδρ. δβρθάοπίουδ. 

10.2. Μολύνονται 5-10 στελέχη νεαρών σποροφύτων 
μελιτζάνας στο στάδιο του 3 πραγματικού φύλλου (ενό¬ 
τητα 7.3 ή 7.4). 

10.3. Επωάζονται σε 18-24 0 Ο με επαρκές φως και υψη¬ 
λή σχετική υγρασία με κατάλληλο πότισμα έτσι ώστε να 
αποφευχθεί η υπεράρδευση ή η καταπόνηση από ξηρα¬ 
σία (ενότητα 7.7). Στις καθαρές καλλιέργειες, ο τυπικός 
μαρασμός επέρχεται εντός 2 εβδομάδων αλλά τα φυτά 


που δεν εμφανίζουν συμπτώματα (βλέπε ενότητα 7.8) 
μετά την παρέλευση του χρονικού διαστήματος αυτού 
πρέπει να επωάζονται έως 3 εβδομάδες σε θερμοκρα¬ 
σίες που ευνοούν την ανάπτυξη των φυτών μελιτζάνας 
αλλά δεν υπερβαίνουν τους 25 °Ω (Προσάρτημα 8). Εάν 
δεν εμφανιστούν συμπτώματα εντός 3 εβδομάδων, η 
καλλιέργεια δεν μπορεί να επαληθευθεί ως παθογόνος 
μορφή του Ο. ιτι. δυόδρ. δβρθάοπίουδ. 

10.4. Πραγματοποιείται απομόνωση από φυτά που πα¬ 
ρουσιάζουν συμπτώματα με αφαίρεση τμήματος του 
στελέχους 2 οιτι πάνω από το σημείο μόλυνσης. Τεμαχί- 
ζουμε τους ιστούς και παρασκευάζουμε αιώρημα σε ένα 
μικρό όγκο αποστειρωμένου, αποσταγμένου νερού ή σε 
50 πηΜ ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών (Προσάρ¬ 
τημα 3). Απομονώνουμε από το αιώρημα με εξάπλωση 
αραιώσεων ή γραμμική εξάπλωση σε ΜΤΝΑ και ΥΡΟΑ 
(Προσάρτημα 5), επωάζουμε για 3-5 ημέρες στους 21-23 
0 Ο και παρατηρούμε το σχηματισμό τυπικών αποικιών 
του Ο. ιη. δυόδρ. δβρβάοηίουδ 


Προσάρτημα 1 

Εμπλεκόμενα εργαστήρια στη βελτιστοποίηση και επικύρωση των πρωτοκόλλων 


Εργαστήριο] 1 ) 

Θέση 

Χώρα 

ΑςθηΙυΓ ΐότ Θβευηάίιβίί υηά ΕιηβΐΊΐ'υηςδδίοίιβιΤιβίΙ 

Βιέννη και Είηζ 

Αυστρία 

Οβρβιίβιτιβηΐ ΟθννβδόθδοΙίθππίηο 

ΜβΓβΙόβΚβ 

Βέλγιο 

Ρΐ3ηΐ8άίΓθΚΙΟΓ3ΐ8ΐ 

ίγηςόγ 

Δανία 

Θβηΐωί δοίβηοβ ΙβόοωΙοιγ 

Υοιλ 

Αγγλία 

δοοίΐίείι ΑςπουΙΙυωΙ δοίβηοβ Αρβηογ 

Εδιμβούργο 

Σκωτία 

ίβόοΓβΙοίΓβ ΝβΙίοηβί άβ Ιβ Ρηοΐβοΐίοη άβ3 νβςβίβυχ, ΙΜβ άβ ΒβοΙβποίοςίβ 

ΑηςβΓ3 

Γ αλλία 

ίβόοΓβΙοίΓβ ΝβΙίοηβί άβ Ιβ ΡωΙβοΙίοη άβ3 νβςβίβυχ, 
δίβΐίοη άβ ΩυβΓβηΙβίηβ άβ 13 Ροιτιιηβ άβ Τβιτβ 

Ιβ Βίιβυ 

Γ αλλία 

Βίοίοςίβοίιβ Βυηάβεβηβΐβίΐ 

ΚΙβίηητβοίιηονν 

Γ ερμανία 

ΡίίβηζβηεοΙιυΙζβιτιΙ ΗβηηονβΓ 

Ανόβερο 

Γ ερμανία 

δ(3ΐβ ί300Γ3ΐ0Γγ 

Δουβλίνο 

Ιρλανδία 

ΡΙβηίβηζίβΜβηΚυηάίρβ ΟίβηαΙ 

ννβοβηίηςβη 

Κάτω Χώρες 

Νοη/νβρίβη Οορ ΒβεββΐΌίι ΙηβΙίΙυΙβ, ΡΙβηΙ ΡΓΟΙβοΙίοη ΟβηίΓβ 

Α33 

Νορβηγία 

ΟίΓβοηγο-ΘβωΙ άβ ΡΐΌΐβοηγο ά33 ΟυΙίυωβ 

Λισσαβώνα 

Πορτογαλία 

Νβοίοηβίηί ίηαΐίΐυΐ ζβ όίοίοςηο 

Λουμπλιάνα 

Σλοβενία 

ΟβηίΓΟ ϋίβςηοδίίοο άβ ΑΙάββιτυόίβ 

δβίβηιβηοβ 

Ισπανία 


(') Στοιχεία επιστημόνων: βλέπε ιστοχώρο ΗΙρ://ίθΓυω.βυΓορ3.βυ.ίηΙ/ΡυόΙίο/ίΓθ/33ηοο/Ηοιτιβ/ιτΐ3ίη 


Προσάρτημα 2 

Παρασκευή θετικών και αρνητικών μαρτύρων 
για τις βασικές δοκιμές διαλογής ΡΩΒ/ΙΕ και ΡΙ8Η 

Παράγεται καλλιέργεια 72 ωρών παθογόνου στελέ¬ 
χους του Ο. ιτι. δυόδρ. δβρθάοπίουδ [ΝΟΡΡΒ 4053 ή Ρϋ 
406] σε βασικό υπόστρωμα ΜΤΝΑ και παρασκευάζεται 
αιώρημα σε ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών 10 ιτιΜ 
έτσι ώστε να επιτευχθεί πυκνότητα κυττάρων περίπου 
1 έως 2x108 οίυ ανά ιτιΙ. Αυτό επιτυγχάνεται συνήθως με 
ελαφρώς θολό αιώρημα ισοδύναμο με οπτική πυκνότη¬ 
τα 0,20 σε 600 πιπ. 

Αφαιρούνται κώνοι από το σημείο πρόσφυσης του 


στολονίου 200 κονδύλων που έχουν ληφθεί από την 
παραγωγή ποικιλίας λευκής επιδερμίδας, η οποία εί¬ 
ναι γνωστό ότι είναι απαλλαγμένη από το Ο. ιτι. δυόδρ. 
δβρβάοηίουδ. 

Οι κώνοι από τα σημεία πρόσφυσης του στολονίου 
υποβάλλονται σε κατεργασία όπως συνήθως και το 
ίζημα αναδιαλύεται σε 10 ιτιί. 

Παρασκευάζονται 10 αποστειρωμένα μικροφιαλίδια 
των 1,5 ιτιΙ με 900 μι αναδιαλυμένου ιζήματος. 

Μεταφέρονται 100 μι αιωρήματος Ο. ιη. δυόδρ. 
δβρβάοηίουδ στο πρώτο μικροφιαλίδιο. Αναδεύουμε με 
στροβιλισμό (νοάβχ). 

Προσδιορίζονται τα δεκαδικά επίπεδα μόλυνσης με 
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περαιτέρω αραίωση στα επόμενα πέντε μικροφιαλίδια. 

Τα έξι μολυσμένα μικροφιαλίδια θα χρησιμοποιηθούν 
ως θετικοί μάρτυρες. Τα τέσσερα μη μολυσμένα μικρο- 
φιαλίδια θα χρησιμοποιηθούν ως αρνητικοί μάρτυρες. 
Τα μικροφιαλίδια μαρκάρονται καταλλήλως. 

Παρασκευάζονται ποσότητες 100 μΙ σε αποστειρωμέ¬ 
να μικροφιαλίδια των 1,5 πιΙ και, κατ’ αυτόν τον τρόπο, 
παράγονται 9 επαναλήψεις κάθε δείγματος μάρτυρα. 
Αποθηκεύονται στους 

-16 έως -24°0 έως ότου χρησιμοποιηθούν. 

Η παρουσία και ο ποσοτικός προσδιορισμός του Ο. 
πι. ευόερ. εβρθάοηίουδ στα δείγματα μαρτύρων πρέπει 
να επιβεβαιωθούν πρώτα από τη δοκιμή ΙΡ. 

Για τη δοκιμή ΡΟΒ πραγματοποιείται εξαγωγή ϋΝΑ 
από δείγματα θετικών και αρνητικών μαρτύρων με κάθε 
σειρά δειγμάτων δοκιμής. 

Γ ια τις δοκιμές ΙΡ και ΡΙ3Η πραγματοποιούνται δοκιμές 
σε δείγματα θετικών και αρνητικών μαρτύρων με κάθε 
σειρά δειγμάτων δοκιμής. 

Για τις δοκιμές ΙΡ, ΡΙ3Η και ΡΟΒ, το Ο. πι. ευόερ. 
εβροάσπίουδ πρέπει να ανιχνευθεί σε τουλάχιστον 106 


και 104 κύτταρα/πιΙ των θετικών μαρτύρων και σε κα- 
νέναν από τους αρνητικούς μάρτυρες. 

Προσάρτημα 3 

Ρυθμιστικά διαλύματα για τις διαδικασίες δοκιμής 

ΓΕΝΙΚΑ: Τα αποστειρωμένα ρυθμιστικά διαλύματα που 
δεν έχουν ανοιχθεί μπορούν να αποθηκευθούν έως ένα 
έτος. 

1. Ρυθμιστικά διαλύματα για τη διαδικασία εξαγωγής 

1.1. Ρυθμιστικό διάλυμα εξαγωγής (50 πιΜ ρυθμιστικό 
διάλυμα φωσφορικών, ρΗ 7,0) 

Το εν λόγω ρυθμιστικό διάλυμα χρησιμοποιείται για 
την εξαγωγή του βακτηρίου από ιστούς φυτών με ομοι- 
ογενοποίηση ή ανάδευση. 

Να 2 ΗΡ0 4 (άνυδρο) 4,26 9 

ΚΗ 2 Ρ0 4 2,72 9 

Αποσταγμένο νερό 1,00 Ι_ 

Διαλύονται τα συστατικά, ελέγχεται η τιμή του ρΗ 
και το υλικό αποστειρώνεται σε αυτόκαυστο στους 121 
°0 επί 15 λεπτά. 

Πρόσθετα συστατικά μπορούν να είναι χρήσιμα ως 
ακολούθως: 



Σκοπός 

Ποσότητα (ανά 1) 

ΙυόΐΌΐ ΐΙαΚθδ 

Αντικροκιδωτικό (*) 

0,5 9 

ΩΟ δίΐίσοηθ 3ΠΙίίθ3πι 

Αντιαφριστικός παράγο¬ 
ντας (*) 

1,0 πιΙ 

ΤθίΓ3δθάίυπΊ ργΐΌρόοδράβΙθ 

Αντιοξειδωτικό 

1,0 9 

ΡοΙγνίηγΙργποΙΙάοη8-40000 (ΡΝ/Ρ-40) 

Δέσμευση παρεμποδιστών 
της ΡΟΒ 

50 9 


(*) Για χρήση στο πλαίσιο της μεθόδου εξαγωγής με ομοιογενοποίηση 


1.2. Ρυθμιστικό διάλυμα ιζήματος (10 πιΜ ρυθμιστικό 
διάλυμα φωσφορικών, ρΗ 7,2) 

Το εν λόγω ρυθμιστικό διάλυμα χρησιμοποιείται για 
επανασχηματισμό αιωρήματος και αραίωση εκχυλισμά¬ 
των κώνων από το σημείο πρόσφυσης του στολονίου 
κονδύλων πατάτας μετά τη συγκέντρωση σε ίζημα μέσω 
φυγοκέντρισης. 

Ν3 2 ΗΡ0 4 .12Η 2 0 2,7 9 

ΝβΗ 2 Ρ0 4 .2Η 2 0 0,4 9 

Αποσταγμένο νερό 1,00 I 

Διαλύονται τα συστατικά, ελέγχεται η τιμή του ρΗ 
και το υλικό αποστειρώνεται σε αυτόκαυστο στους 121 
0 Ο επί 15 λεπτά. 

2. Ρυθμιστικά διαλύματα για τη δοκιμή ΙΡ 
2.1. Ρυθμιστικό διάλυμα ΙΡ (10 πιΜ φωσφορικό ρυθμι¬ 
στικό διάλυμα άλατος (ΡΒ3), ρΗ 7,2) 

Το ρυθμιστικό διάλυμα αυτό χρησιμοποιείται για την 
αραίωση των αντισωμάτων. 


Προστίθεται 0,1% Τ\λ/θθπ 20 στο ρυθμιστικό διάλυμα 
ΙΡ. 

2.3. Φωσφορικό ρυθμιστικό διάλυμα γλυκερίνης, ρΗ 
7,6 

Αυτό το ρυθμιστικό διάλυμα χρησιμοποιείται ως ρευ¬ 
στό έγκλεισης στα φατνία των αντικειμενοφόρων πλα¬ 
κών της ΙΡ για την ενίσχυση του φθορισμού. 


Ν3 2 ΗΡ0 4 .12Η 2 0 

3,2 9 

ΝαΗ 2 Ρ0 4 .2Η 2 0 

0,15 9 

Γλυκερίνη 

50 ιίπΙ 

Αποσταγμένο νερό 

100 γπΙ 


Αντιξεθωριαστικά διαλύματα υλικού έγκλει- 
σης διατίθενται στο εμπόριο π.χ. νθοίβδΝθΙά® (Ν/θοΙογ 
Ι_300Γ3ΐθΓίθδ) ή ΟίΙιίΙυοΓ® (Ι_θίθ3). 

Προσάρτημα 4 

Προσδιορισμός του επιπέδου μόλυνσης 
στις δοκιμές ΙΡ και ΡΙ3Η 


Ν3 2 ΗΡ0 4 .12Η 2 0 

2,7 9 

ΝβΗ Ρ0 4 .2Η Ο 

0,4 9 

ΝβΟΙ 

8,0 9 

Αποσταγμένο νερό 

1,0 ί 

Διαλύονται τα συστατικά, 

ελέγχεται η τιμή του ρΗ 


και το υλικό αποστειρώνεται σε αυτόκαυστο στους 121 
0 Ο επί 15 λεπτά. 

2.2. Ρυθμιστικό διάλυμα ΙΡ-Τννβση 
Αυτό το ρυθμιστικό διάλυμα χρησιμοποιείται για την 
πλύση των αντικειμενοφόρων πλακών. 


1. Μετράται ο μέσος αριθμός των τυπικών φθοριζό- 
ντων κυττάρων ανά οπτικό πεδίο (ο). 

2. Υπολογίζεται ο αριθμός των τυπικών φθοριζόντων 
κυττάρων ανά φατνίο αντικειμενοφόρου πλάκας μικρο¬ 
σκοπίου (Ο). 

Ο = ο χ 3/δ 

όπου 3 = εμβαδόν του φατνίου μιας πολυφατνιακής 
αντικειμενοφόρου και 

δ = εμβαδόν του οπτικού πεδίου του αντικειμενικού 

δ = πί 2 /4Θ 2 Κ 2 όπου ί = συντελεστής πεδίου (κυμαίνεται 
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από 8 έως 24 ανάλογα με τον τύπο του προσοφθαλ¬ 
μίου) 

Κ = συντελεστής σωλήνα (1 ή 1,25) 

Ο = μεγεθυντική ισχύς του αντικειμενικού φακού (ΙΟΟχ, 
40χ κ.τ.λ.) 

3. Υπολογίζεται ο αριθμός τυπικών φθοριζόντων κυτ¬ 
τάρων ανά πηΙ αναδιαλυμένου ιζήματος (Ν) 

Ν = Ο χ 1000/γ χ Ρ 

όπου γ = όγκος του αναδιαλυμένου ιζήματος σε κάθε 
φατνίο και 

Ρ = συντελεστής αραίωσης του αναδιαλυμένου ιζή¬ 
ματος 

Προσάρτημα 5 

Θρεπτικά υποστρώματα για την απομόνωση 
και καλλιέργεια του Θ. πι. ευόερ. δβρβάοηίουδ 

α) Γ ενικά υποστρώματα ανάπτυξης 
ΝυΙπβηί 303 Γ (ΝΑ) 

ΝυΙπβηί 303 Γ (ϋίίοο) 23,0 ρ 

Αποσταγμένο νερό 1,0 ί 

Διαλύονται τα συστατικά και το υλικό αποστειρώνεται 
σε αυτόκαυστο στους 121 °Θ επί 15 λεπτά. 

ΝυΙπβηί άβχίΐΌδβ 303Γ (ΝϋΑ) 

Οίίοο όαοίο πυΐπθπί Άς)Ά<Γ που περιέχει 1 % Θ(+) γλυ¬ 
κόζη (μονοϋδρική). Αποστείρωση σε αυτόκαυστο στους 
115 °Θ επί 20 λεπτά. 

Υθ 35 ΐ ρσρίοηθ ρΐυοοδθ 303 Γ (ΥΡΘΑ) 


Υβ 35 ί ΕχΙγβοΙ (Οίίοο) 5,0 9 

Βαοίο-ΡβρΙοηβ (Οίίοο) 5,0 9 

0 (+)-γλυκόζη (μονοϋδρική) 10,0 9 

Β 3 οΙο-Α 9 &γ (Οίίοο) 15,0 9 

Αποσταγμένο νερό 1,0 ί 


Διαλύονται τα συστατικά και το υλικό αποστειρώνεται 
σε αυτόκαυστο στους 121 °Θ επί 15 λεπτά. 

Υπόστρωμα γθ 3 δί θχΙγβοΙ πιίηβΓδΙ δβΙΙδ (ΥΟΜ) 
Β30ΐ0-Υθ35ΐ-ΕχΐΓ30ί (Οίίοο) 2,0 9 
ϋ(+)-γλυκόζη (μονοϋδρική) 2,5ρ 


κ 2 ηρο 4 

0,25 9 

κη 2 ρο 4 

0,25 9 

Μ9304. 7Η 2 0 

0,1 9 

Μπ80 4 .Η20 

0,015 9 

ΝεΟΙ 

0,05 9 

Ε8δ0 4 .7Η 2 0 

0,005 9 

ΒασΙο-ΑρεΓ (Οίίοο) 

18 9 

Αποσταγμένο νερό 

1,0 1 

Διαλύονται τα συστατικά και το υπόστρωμα αποστει¬ 
ρώνεται σε παρτίδες του 1/2 λίτρου, σε αυτόκαυστο, 

στους 115°0 επί 20 λεπτά. 


β) Επικυρωμένα εκλεκτικά υποστρώματα ανάπτυξης 

Υπόστρωμα ΜΤΝΑ 


Εκτός και αν υπάρχει διαφορετική αναφορά, όλα τα 
συστατικά υποστρώματος προέρχονται από την ΒΟΗ 

Υθ 3 δί ΕχίΓ 3 θΙ (Οίίοο) 

2,0 9 

Μαννιτόλη 

2,5 9 

κ 2 ηρο 4 

0,25 9 

κη 2 ρο 4 

0,25 9 

ΝεΟΙ 

0,05 9 

Μ930 4 .7 Η 2 0 

0,1 9 

Μπ80 4 .Η 2 0 

0,015 9 

Εβ30 4 .7Η 2 0 

0,005 9 

Αρ3Γ (Οχοίά αριθμ. 1) 

16,0 9 

Αποσταγμένο νερό 

1,0 1 


Διαλύονται τα συστατικά, το ρΗ ρυθμίζεται στο 7.2. 


Μετά την αποστείρωση σε αυτόκαυστο (στους 121 °Θ 
για 15 λεπτά) και την ψύξη στους 50 °Θ, προστίθενται 
τα αντιβιωτικά: ίππιβίίιορππι 0,06 9 . ηβΐίάιχίο 3 θίά 0,002 
9 , απιράοΐβποίη Β 0,01 9· 

Πυκνά διαλύματα αντιβιωτικών: ΙΐΊπίθΙίιορππι ( 819013 ) 
και ηβίίάίχίο 3 θίά ( 819013 ) (και τα δύο σε 5 019 / 01 !), σε 96% 
μεθανόλη, βπιρίιοίθποίη Β ( 819013 ) (1 019 / 01 Ι) σε άίπιβίίιγΙ 
δυίίοχίάθ. Τα πυκνά διαλύματα αποστειρώνονται με δι¬ 
ήθηση μέσω φίλτρου. 

Σημείωση: 

ΡΙ διατηρησιμότητα του βασικού θρεπτικού υλικού εί¬ 
ναι 3 μήνες. Μετά την προσθήκη των αντιβιοτικών, η 
διατηρησιμότητα είναι 1 μήνα εάν το υλικό αποθηκεύεται 
στο ψυγείο. 


Υπόστρωμα ΝΟΡ -88 


ΝυΙπβηί 393Γ (Οίίοο) 

23 9 

Υθ 3 δί ΕχίΓ30ί (ϋιίοο) 

29 

Ο-μαννιτόλη 

5 9 

κ 2 ηρο 4 

29 

κη 2 ρο 4 

0,5 9 

Μ930 4 .7 Η 2 0 

0,25 9 

Αποσταγμένο νερό 

1,0 Ι_ 


Διαλύονται τα συστατικά, το ρΗ ρυθμίζεται στο 7.2. 
Μετά την αποστείρωση σε αυτόκαυστο και την ψύξη 
στους 50 °Θ, προστίθενται τα ακόλουθα αντιβιοτικά: 
ΡοΙγοιγχίπ Β δυΐρύβΐβ ( 819013 ) 0,0039, πβίίάίχίο 3 θίά ( 819013 ) 
0,008 9 , ΟγοΙοίιβχίπιίάθ ( 819013 ) 0,2 9 · 

Τα αντιβιοτικά διαλύονται σε πυκνά διαλύματα ως 
εξής: το ηβΐίάίχίο 3 θίά σε 0,01 Μ ΝβΟΗ, το ογοίοίΐθχίπιίάθ 
σε 50% αιθανόλης, το ροίγοιγχίπ Β δυΐράβίβ σε απο- 
σταγμένο νερό. Τα πυκνά διαλύματα αποστειρώνονται 
με διήθηση μέσω φίλτρου. 

Σημείωση: 

Η διατηρησιμότητα του βασικού θρεπτικού υλικού εί¬ 
ναι 3 μήνες. Μετά την προσθήκη των αντιβιοτικών, το 
υλικό είναι διατηρήσιμο για 1 μήνα εάν αποθηκεύεται 
στο ψυγείο. 

Προσάρτημα 6 

Επικυρωμένα πρωτόκολλα και αντιδραστήρια ΡΘΒ 


Σημείωση: 

Οι προκαταρκτικές δοκιμές πρέπει επιτρέπουν την 
αναπαραγώγιμη ανίχνευση τουλάχιστον 103 έως 104 
κυττάρων του Θ. πι. δδρ. δβρβάοηίουδ ανά πιΙ εκχυλί¬ 
σματος δείγματος. 

Οι προκαταρκτικές δοκιμές πρέπει επίσης να μην δεί¬ 
χνουν οιαδήποτε λανθασμένα θετικά αποτελέσματα με 
ένα σύνολο επιλεγμένων στελεχών βακτηρίων. 

1. Πρωτόκολλο πολλαπλής ΡΟΒ με εσωτερικό μάρτυρα 
ΡΟΒ (Ρ3δΙπΚ 2000) 

1.1. Εκκινητές ολιγονουκλεοτιδίων 
Πρόσθιος εκκινητής 

Ρ3Α-1 5'- οΐο οΜ ςίς 999 199 933 33 -3' 

Αντίστροφος εκκινητής 

Ρ3Α -Β 5'- 130 193 9 3 1 9*ί 103 οΜ οσο ο -3' 

Πρόσθιος εκκινητής 

Ν3-7-Ρ 5'- 939 933 313 303 99* 3*9 *9 3 Ι9 ε -3' 

Αντίστροφος εκκινητής 


Ν3-8-Β 5'- Ιοο 903 991 103 οοΐ 309 93 -3' 

Αναμενόμενο μέγεθος του αμπλικονίου από το ϋΝΑ 
αναφοράς του Ο. πι. δυόδρ. δθρβάοηίσυδ = 502 όρ (σετ 
εκκινητών ΡδΑ). 

Αναμενόμενο μέγεθος αμπλικονίου από εσωτερικό μάρ¬ 
τυρα της ΡΟΒ 188 γΒΝΑ = 377 όρ (σετ εκκινητών Νδ). 
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1.2. Μείγμα αντίδρασης ΡΟΗ 


Αντιδραστήριο 

Ποσότητα ανά αντίδραση 

Τελική συγκέντρωση 

Αποστειρωμένο ΙΙΡ\Λ/ 

15,725 μΙ 


ΙΟχ ρυθμιστικό διάλυμα ΡΟΗή) (15 πιΜ ΜρΟΙ 2 ) 

2,5 μΙ 

1χ (1,5 πίΜ ΜρΟΙ 2 ) 

Β8Α (κλάσμα V) (10%) 

0,25 μΙ 

0 ,1% 

Μείγμα ά-ΝΤΡ (20 πίΜ) 

0,125 μΙ 

0,1 πίΜ 

Εκκινητής ΡδΑ-1 (10μΜ) 

0,5 μΙ 

0,2 μΜ 

Εκκινητής ΡδΑ-Η (10μΜ) 

0,5 μΙ 

0,2 μΜ 

Εκκινητής Ν8-7-Ρ (10μΜ) ( 2 ) 

0,1 μΙ 

0,04 μΜ 

Εκκινητής Ν8-8-Η (10μΜ) ( 2 ) 

0,1 μΙ 

0,04 μΜ 

Ταρ πολυμεράση (5υ/μΙ) β) 

0,2 μΙ 

ι,ο υ 

Όγκος δείγματος 

5,0 μΙ 


Συνολικός όγκος: 

25,0 μΙ 



(') Οι μέθοδοι επικυρώθηκαν χρησιμοποιώντας Τεη πολυμεράση των ΡθΓΚίη ΕΙιπθγ (ΑιτιρΙίΤαρ ή ΘοΙά) και 
Οίόοο ΒΗ1_. 

( 2 ) Η συγκέντρωση των εκκινητών Ν8-7 Ρ και Ν8-8-Η βελτιστοποιήθηκε για το εκχύλισμα κώνου από το 
σημείο πρόσφυσης του στολονίου πατάτας χρησιμοποιώντας τη μέθοδο ομοιογενοποίησης και τον 
καθαρισμό ϋΝΑ σύμφωνα με τον ΡθβΙγϊΚ (2000) [βλέπε ενότητα 6.1.α) και 6.2]. Η επαναβελτιστοποίηση 
των συγκεντρώσεων αντιδραστηρίων θα απαιτηθεί εάν χρησιμοποιηθεί η εξαγωγή με ανάδευση ή άλλη 
μέθοδο απομόνωσης του ΟΝΑ. 


1.3. Συνθήκες αντίδρασης ΡΟΗ 
Ακολουθείται το εξής πρόγραμμα: 
1 κύκλος από: 

10 κύκλοι από: 


25 κύκλοι σε: 


1 κύκλος από: 


ί) 3 λεπτά στους 95 0 Ο (μετουσίωση του πρότυπου ΟΝΑ) 

μ) 1 λεπτό στους 95 0 Ο (μετουσίωση του πρότυπου ϋΝΑ) 

ίϋ) 1 λεπτό στους 64 °0 (προσκόλληση εκκινητών) 

ίν) 1 λεπτό στους 72 0 Ο (επέκταση αντιγράφου) 

ν) 30 δευτερόλεπτα στους 95 0 Ο (μετουσίωση του αρχικού ϋΝΑ) 

νί) 30 δευτερόλεπτα στους 62 0 Ο (προσκόλληση εκκινητών) 

νϋ) 1 λεπτό στους 72 0 Ο (επέκταση αντιγράφου) 

νϋί) 5 λεπτά στους 72 0 Ο (τελική επέκταση) 

ίχ) διατήρηση στους 4 °Ό 


Σημείωση: 

Το πρόγραμμα αυτό βελτιστοποιείται για χρήση με 
θερμικό κυκλοποιητή Μύ Ηθ3 Θ3 ιόΙί ΡΤΟ 200. Ενδέχεται 
να απαιτηθεί τροποποίηση της διάρκειας των βημάτων 
των κύκλων ϋ), ίϋ) ίν), ν), νί) και νϋ) για χρήση με άλλα 
μοντέλα. 

1.4. Ανάλυση του αμπλικονίου με ένζυμο περιορι¬ 
σμού. 

Τα προϊόντα ΡΟΗ που έχουν ενισχυθεί από το ϋΝΑ του 
Ο. πί. ευόερ. εβρεόοπίουε παράγουν έναν χαρακτηριστικό 
πολυμορφισμό μήκους θραυσμάτων εκ περιορισμού με 
το ένζυμο ΒρΙ II μετά από επώαση στους 37 0 Ο για 30 
λεπτά. Τα θραύσματα εκ περιορισμού που αποκτώνται 
από το ειδικό για το Ο. πί. ευόερ. εβρθάοηίουε θραύσμα 
έχουν μέγεθος 282 όρ και 220 όρ. 

2. Παρασκευή του ρυθμιστικού διαλύματος φόρτω- 
σης 

2.1. ΒΐΌΐΊηοράθηοΙ όΐυο (10%-μητρικό διάλυμα) 

ΒΐΌΐτιορίΊβηοΙ όΐυο 5 ρ 

Αποσταγμένο νερό (διπλά αποσταγμένο) 50 ηηΙ 

2.2. Ρυθμιστικό διάλυμα φόρτωσης 

Γλυκερίνη (86%) 3,5 ιπΙ 


ΒΐΌπηορίΊθηοΙ όΐυβ (5.1) 300 μΙ 

Αποσταγμένο νερό (διπλά αποσταγμένο) 6,2 ηηΙ 

3. 10Χ Τηε ΑοθΙβίθ ΕϋΤΑ (ΤΑΕ) ρυθμιστικό διάλυμα, 
ρΗ 8.0 

Ρυθμιστικό διάλυμα Τπε 48,4 ρ 

Κρυσταλλικό οξικό οξύ 11,42 ηηΙ 

ΕϋΤΑ (όίεοόίυηη εβΙΙ) 3,72 ρ 

Αποσταγμένο νερό 1,00 1 

Διαλύεται σε 1χ πριν τη χρήση. 


Διατίθεται επίσης στο εμπόριο (π.χ. ΙπνίίΓορβη ή ισο¬ 
δύναμο). 

Προσάρτημα 7 

Επικυρωμένα αντιδραστήρια για τη δοκιμή ΡΙ8Η 

1. Ολιγοανιχνευτές 
Εξειδικευμένος ανιχνευτής 

για το Οιτιε ΟΜ5-ΟΥ3-01: 5'- ΤΤΘ 006 000 ΟΟΑ ΟΑΤ 0Τ0 Τ00 

ΑΟΟ -3' 

Μη εξειδικευμένος ανιχνευτής 

ευβακτηρίου ΕυΒ-338-ΡΙΤΟ: 5'- ΟΟΤ 000 Τ00 ΟΟΤ ΑΟΟ ΑΟΤ-3' 
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2. Προσηλωτικό διάλυμα 

[ΠΡΟΣΟΧΗ! ΤΟ ΠΡΟΣΗΛΩΤΙΚΟ ΥΓΡΟ ΠΕΡΙΕΧΕΙ ΠΑ- 
ΡΑΦΟΡΜΑΛΔΕΫΔΗ Η ΟΠΟΙΑ ΕΙΝΑΙ ΤΟΞΙΚΗ. ΠΡΕΠΕΙ ΝΑ 
ΦΟΡΟΥΝΤΑΙ ΓΑΝΤΙΑ ΚΑΙ ΝΑ ΜΗΝ ΓΙΝΟΝΤΑΙ ΕΙΣΠΝΟΕΣ. 
ΣΥΝΙΣΤΑΤΑΙ Η ΕΡΓΑΣΙΑ ΣΕ ΑΠΑΓΩΓΟ] 
ί) Θερμαίνονται 9 ιπΙ ύδατος μοριακού βαθμού κα¬ 
θαρότητας [π.χ. υπέρ καθαρό νερό (υΡ\Λ/)] σε περίπου 
60 °0 και προστίθενται 0,4 ρ παραφορμαλδεϋδης. Η 
παραφορμαλδεϋδη διαλύεται μετά την προσθήκη 5 
σταγόνων 1Ν ΝαΟΗ και αναδεύεται με μαγνητικό ανα¬ 
δευτήρα. 

ϋ) Το ρΗ ρυθμίζεται στην τιμή 7.0 με την προσθήκη 
ΙιηΙ 0,1 Μ φωσφορικού ρυθμιστικού διαλύματος (ΡΒ· ρΗ 
7.0) και 5 σταγόνων 1Ν ΗΟΙ. Ελέγχεται το ρΗ με ταινίες 
δεικτών και προσαρμόζεται εάν είναι απαραίτητο με 
ΗΟΙ ή ΝαΟΗ. 

[ΠΡΟΣΟΧΗ! ΔΕΝ ΠΡΕΠΕΙ ΝΑ ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΕΙΤΑΙ ΠΕΧΑ- 
ΜΕΤΡΟ ΣΕ ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ ΜΕ ΠΑΡΑΦΟΡΜΑΛΔΕΫΔΗ] 
ϋί) Το διάλυμα φιλτράρεται μέσω φίλτρου μεμβράνης 
0,22 μιη και διατηρείται απαλλαγμένο από σκόνη στους 


4 0 Ο έως ότου ξαναχρησιμοποιηθεί. 
ίν) Σημείωση: 

Εναλλακτικό προσηλωτικό διάλυμα: 96% αιθανόλη. 
3. 3χ Ηγόιτιίχ 


ΝαΟΙ 2,7 Μ 

Τπε-ΗΟΙ 60 γπΜ (ρΗ 7.4) 

ΕϋΤΑ (αποστειρωμένο με διήθηση 
από φίλτρο και σε αυτόκαυστο) 

Αραιώνεται 1χ, όπως απαιτείται. 

4. Διάλυμα υβριδισμού 
1χ Ηγόπηίχ 

δοόίυπη άοάθογΙ ευΐράαΐβ (3ϋ3) 
ανιχνευτής ΕΙύΒ 338 
ανιχνευτής ΟΜ3ΟΥ301 
Παρασκευάζονται ποσότητες διαλύματος υβριδισμού 
σύμφωνα με τους υπολογισμούς του πίνακα. Για κάθε 
αντικειμενοφόρο (που περιλαμβάνει 2 διαφορετικά 
δείγματα εις διπλούν) απαιτούνται 90 μΙ διαλύματος 
υβριδισμού. 


15 πηΜ 


0 , 01 % 
5 πς/μΙ 
5 πς/μΙ 


Πίνακας: Συνιστώμενες ποσότητες για την παρασκευή του μείγματος υβριδισμού. 



2 αντικειμενοφόρες πλάκες 

8 αντικειμενοφόρες πλάκες 

Αποστειρωμένο ϋΡ\Λ/ 

50,1 

200,4 

3χ ΓιγΌππϊχ 

30,0 

120,0 

1% δϋδ 

0,9 

3,6 

Ανιχνευτής ΕΙΟΒ 338 (100 ηρ/μΙ) 

4,5 

18,0 

Ανιχνευτής ΘΜ3ΘΥ301 (100 π9/μΙ) 

4,5 

18,0 

Συνολικός όγκος (μΙ) 

90,0 

360,0 


Σημείωση: Όλα τα διαλύματα που περιλαμβάνουν ολι- 
γοανιχνευτές ευαίσθητους στο φως αποθηκεύονται στο 
σκοτάδι στους -20 °Θ. Προστατεύονται από το άμεσο 
φως του ήλιου ή το ηλεκτρικό φως κατά τη χρήση. 

5. Ο,ΙΜ ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών, ρΗ 7.0 
Να 2 ΗΡ0 4 8,52 ρ 

ΚΗ 2 ΡΌ 4 5,44 9 

Αποσταγμένο νερό 1,00 I 

Διαλύονται τα συστατικά, ελέγχεται η τιμή του ρΗ 

και το υλικό αποστειρώνεται σε αυτόκαυστο στους 121 
°Θ επί 15 λεπτά. 

Προσάρτημα 8 

Καλλιέργεια φυτών μελιτζάνας 

Σπόροι μελιτζάνας (δοΐαηυιπ ηηβΙοηρθηε) σπέρνονται 
σε παστεριωμένο υπόστρωμα. Μετά την πλήρη έκπτυξη 
των κοτυληδόνων (10-14 ημέρες), τα σπορόφυτα μεταφυ¬ 
τεύονται σε γλάστρες με παστεριωμένο υπόστρωμα. 

Τα φυτά μελιτζάνας πρέπει να καλλιεργούνται σε θερ¬ 
μοκήπιο με τις ακόλουθες συνθήκες περιβάλλοντος: 

Μήκος ημέρας: 14 ώρες ή φυσικό μήκος 

ημέρας, αν είναι μεγαλύτερο. 

Θερμοκρασία: ημέρα: 21 έως 24 °Θ, 
νύχτα: 15 °Θ. 

Ευπαθείς ποικιλίες φυτών μελιτζάνας: 

«ΒΙειοΙκ Βοβυίγ», 

«Ιοη9 Τόπι», 

«Ρϋιτΐ3», 

«Β3ΐδ33» 


Προμηθευτής: βλέπε ιστοχώρο άΐΙρΥ/ίοΐ'υηη.θυΐΌρε. 
Θυ.ίηΙ/ΡυάΙία/ίΓα/33ηαο/Ηοπηθ/πη3ίη 

Προσάρτημα 9 

Διαδικασία χρώσης κατά Θγβππ 
(τροποποίηση του ΗυοΙ<θΐ·) (ΟοθΙδοΙτ, 1981) (1) 

Διάλυμα ΟΓγδΙβΙ νίοίθΐ 

Διαλύονται 2 9 οιγείαΙ νίοΐβί σε 20 ιπΙ αιθανόλης 95 %. 
Διαλύονται 0,8 9 οξαλικού αμμωνίου σε 80 ιτίΙ απο- 
σταγμένου νερού. 

Αναμειγνύονται τα δύο διαλύματα. 

Ιώδιο του ΕυροΙ 

Ιώδιο 1 9 

Ιωδιούχο κάλιο 2 9 

Αποσταγμένο νερό 300 ιπΙ 

Τα στερεά κονιοποιούνται σε ιγδίο. Προστίθενται στο 
νερό και αναδεύονται εντός κλειστού δοχείου μέχρις 
ότου διαλυθούν. 

Διάλυμα επίχρωσης σαφρανίνης 
Αποθεματικό διάλυμα: 

Σαφρανίνη Ο 2,5 9 

95 % αιθανόλη 100 ιτίΙ 

Αναμειγνύονται και αποθηκεύονται. 

Αραιώνεται: 1:10 για την απόκτηση του διαλύματος 
εργασίας. 


(1) Είναι επίσης δυνατόν να χρησιμοποιηθούν διαλύματα 
καθώς και μέσα χρώσης (δΐ3ίηίπ9 Κίίβ) που διατίθενται στο 
εμπόριο. 
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Διαδικασία χρώσης 

1. Το δείγμα εξαπλούται ως λεπτό φιλμ στην αντικει- 
μενοφόρο, ξηραίνεται στον αέρα και προσηλώνεται με 
θερμότητα. 

2. Η αντικειμενοφόρος καλύπτεται πλήρως, επί 1 λεπτό, 
με διάλυμα ΟΓγείαΙ νίοίθΐ. 

3. Η αντικειμενοφόρος πλένεται σύντομα με νερό της 
βρύσης. 

4. Η αντικειμενοφόρος καλύπτεται πλήρως με ιώδιο 
του ίυροΙ επί 1 λεπτό. 

5. Η αντικειμενοφόρος πλένεται με νερό της βρύσης 
και στεγνώνεται με διηθητικό χαρτί. 

6. Η αντικειμενοφόρος πλάκα αποχρωματίζεται με 


95% αιθανόλη που προστίθεται στάγδην μέχρι να παύ- 
σει η αφαίρεση χρώματος ή η αντικειμενοφόρος εμβα¬ 
πτίζεται, με ελαφρή ανάδευση, σε αιθανόλη 95 % επί 
30 δευτερόλεπτα. 

7. Η αντικειμενοφόρος πλένεται με νερό της βρύσης 
και στεγνώνεται με διηθητικό χαρτί. 

8. Η αντικειμενοφόρος καλύπτεται πλήρως με διάλυμα 
σαφρανίνης επί 10 δευτερόλεπτα. 

9. Η αντικειμενοφόρος πλένεται με νερό της βρύσης 
και στεγνώνεται με διηθητικό χαρτί. 

Τα θετικά κατά ΘΓβπι βακτήρια εμφανίζουν ιώδη-κυανό 
χρωματισμό. Τα αρνητικά κατά ΟΓβπι βακτήρια εμφανί¬ 
ζουν ρόδινο-ερυθρό χρωματισμό. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ II 

1. Για κάθε ύποπτη παρουσία για την οποία υπάρχει 
θετικό αποτέλεσμα στη(-ις) δοκιμή(-ές) διαλογής σύμ¬ 
φωνα με τις μεθόδους που ορίζονται στο Παράρτημα I 
και για την οποία αναμένεται επιβεβαίωση ή διάψευση 
με την ολοκλήρωση των εν λόγω μεθόδων, παρακρα- 
τούνται και φυλάσσονται κατάλληλα: 

- όλοι οι κόνδυλοι του δείγματος και, όταν είναι εφι¬ 
κτό, όλα τα φυτά της δειγματοληψίας, 

- κάθε εναπομένον εκχύλισμα και πρόσθετο υλικό που 
παρασκευάσθηκε για την ή τις δοκιμές διαλογής π.χ. 
αντικειμενοφόροι πλάκες ανοσοφθορισμού, 

και 

- όλη η σχετική τεκμηρίωση, μέχρι την ολοκλήρωση 
των εν λόγω μεθόδων. 

Η παρακράτηση των κονδύλων θα επιτρέψει τη διε¬ 
νέργεια δοκιμής ποικιλιών όπου ενδείκνυται. 

2. Σε περίπτωση θετικής επιβεβαίωσης του οργανι¬ 
σμού, παρακρατείται και φυλάσσεται καταλλήλως: 

- το υλικό που αναφέρεται στην παράγραφο 1 

και 

- ένα δείγμα του προσβεβλημένου υλικού μελιτζάνας 
το οποίο έχει μολυνθεί τεχνητά με εκχύλισμα κονδύλου 
ή φυτού 

και 

- η απομονωμένη καλλιέργεια του οργανισμού, 

για τουλάχιστον ένα μήνα μετά τη διαδικασία κοινο¬ 
ποίησης βάσει του άρθρου 5, παράγραφος 2. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ III 

1. Τα στοιχεία που πρέπει να λαμβάνονται υπόψη για 
τον προσδιορισμό της έκτασης της πιθανής μόλυνσης 
βάσει του άρθρου 5, παράγραφος 1, στοιχείο β) της υπ’ 
αριθμ. 399882/1994 (Β' 743) κοινής υπουργικής απόφα¬ 
σης, περιλαμβάνουν: 

- κονδύλους ή φυτά που παράγονται σε περιοχή πα¬ 
ραγωγής χαρακτηρισμένη ως μολυσμένη βάσει του 
άρθρου 5, παράγραφος 1, στοιχείο α) της υπ’ αριθμ. 
399882/1994 (Β' 743) κοινής υπουργικής απόφασης, 

- περιοχή(-ές) παραγωγής που συνδέονται παραγωγι¬ 
κά με τους κονδύλους ή τα φυτά που έχουν χαρακτηρι- 
σθεί ως μολυσμένα βάσει του άρθρου 5, παράγραφος 
1, στοιχείο α) της υπ’ αριθμ. 399882/1994 (Β' 743) κοινής 
υπουργικής απόφασης, συμπεριλαμβανομένων εκείνων 
που χρησιμοποιούν τον ίδιο εξοπλισμό και εγκαταστά¬ 
σεις παραγωγής απευθείας ή μέσω κοινού αναδόχου, 

- κονδύλους ή φυτά που παράγονται στην ή τις περι¬ 
οχές παραγωγής που αναφέρονται στην προηγούμενη 
περίπτωση ή που υπήρχαν σ’ αυτή την περιοχή ή περι¬ 
οχές παραγωγής κατά την περίοδο κατά την οποία οι 
κόνδυλοι ή τα φυτά που χαρακτηρίζονται ως μολυσμένα 
βάσει του άρθρου 5, παράγραφος 1, στοιχείο α) της υπ’ 
αριθμ. 399882/1994 (Β' 743) κοινής υπουργικής απόφασης 
υπήρχαν στις περιοχές παραγωγής που αναφέρονται 
στην πρώτη περίπτωση, 

- κτιριακές εγκαταστάσεις όπου χειρίζονται οι πατά¬ 
τες από τις περιοχές παραγωγής που αναφέρονται στις 
παραπάνω περιπτώσεις, 

- κάθε μηχάνημα, όχημα, πλοίο, αποθήκη ή μονάδα 
αυτών και κάθε άλλο αντικείμενο, συμπεριλαμβανομέ¬ 
νων των υλικών συσκευασίας, που ενδέχεται να έχουν 
έλθει σε επαφή με κονδύλους ή φυτά χαρακτηρισμέ¬ 
να ως μολυσμένα βάσει του άρθρου 5, παράγραφος 1, 
στοιχείο α) της υπ’ αριθμ. 399882/1994 (Β' 743) κοινής 
υπουργικής απόφασης, 

- κάθε κόνδυλο ή φυτό που έχει αποθηκευθεί ή έχει 
έλθει σε επαφή, με οποιαδήποτε κατασκευή ή αντικεί¬ 
μενο που απαριθμείται στην προηγούμενη περίπτωση, 
πριν από τον καθαρισμό ή την απολύμανση αυτών των 
κατασκευών και αντικειμένων, 

- ως αποτέλεσμα των δοκιμών που αναφέρονται 
στο άρθρο 6 της υπ’ αριθμ. 399882/1994 (Β' 743) κοινής 
υπουργικής απόφασης, εκείνους τους κονδύλους ή τα 
φυτά με αδελφική ή γονική κλωνική σχέση με τους κονδύ¬ 
λους ή τα φυτά που χαρακτηρίστηκαν μολυσμένα βάσει 
του άρθρου 5, παράγραφος 1, στοιχείο α) της υπ’ αριθμ. 
399882/1994 (Β' 743) κοινής υπουργικής απόφασης, και 
για τους οποίους μολονότι ενδέχεται να έδωσαν αρνη¬ 
τικά αποτελέσματα κατά τις δοκιμές ανίχνευσης του 
οργανισμού, κρίνεται ότι η μόλυνση είναι πιθανή μέσω 
κλωνικής σχέσης. Η δοκιμή ποικιλιών μπορεί να διεξαχθεί 
για την επαλήθευση της ταυτότητας των μολυσμένων 
και κλωνικά σχετιζομένων κονδύλων ή φυτών και 

- τον ή τους τόπους παραγωγής των κονδύλων ή φυ¬ 
τών που αναφέρονται στην προηγούμενη περίπτωση. 

2. Τα στοιχεία που πρέπει να λαμβάνονται υπόψη για 
τον προσδιορισμό της πιθανολογούμενης μετάδοσης 
που αναφέρεται στο άρθρο 5, παράγραφος 1, στοιχείο 
γ) της υπ’ αριθμ. 399882/1994 (Β' 743) κοινής υπουργικής 
απόφασης, πρέπει να περιλαμβάνουν: 

- τη γειτνίαση άλλων περιοχών παραγωγής όπου καλ¬ 
λιεργούνται πατάτες ή άλλα φυτά ξενιστές, 


- την κοινή παραγωγή και χρήση αποθεμάτων πατα- 
τόσπορου, 

3. Η κοινοποίηση που αναφέρεται στο άρθρο 5, παρά¬ 
γραφος 2, πρώτο εδάφιο της υπ’ αριθμ. 399882/1994 (Β' 
743) κοινής υπουργικής απόφασης πρέπει να παρέχεται 
ως ακολούθως: 

- αμέσως μετά την επιβεβαίωση της παρουσίας του 
οργανισμού από τις εργαστηριακές δοκιμές, κάνοντας 
χρήση των μεθόδων που παρατίθενται στο Παράρτημα 
I, τουλάχιστον: 

- την ονομασία της ποικιλίας της παρτίδας πατά¬ 
τας, 

- τον τύπο [πατάτες (ννβΓβ ροΐβίοαε), πατατόσπορος 
κ.τ,λ.] και, όπου είναι εφαρμόσιμο, την κατηγορία του 
πατατόσπορου, 

- στις περιπτώσεις που υπάρχει κίνδυνος μόλυνσης 
της πατάτας στη Χώρα από άλλο κράτος μέλος εφ' 
όσον έχει επιβεβαιωθεί η μόλυνση, η Διεύθυνση Προ¬ 
στασίας Φυτικής Παραγωγής του Υπουργείου Αγροτικής 
Ανάπτυξης και Τροφίμων διαβιβάζει αμέσως στο ενδι¬ 
αφερόμενο κράτος μέλος τις πληροφορίες που είναι 
αναγκαίες προκειμένου να συμμορφωθεί με το άρθρο 
5, παράγραφος 3 της υπ’ αριθμ. 399882/1994 (Β' 743) 
κοινής υπουργικής απόφασης, όπως: 

- την ονομασία της ποικιλίας της παρτίδας πατάτας 

- την ονομασία και τη διεύθυνση του αποστολέα και 
του παραλήπτη, 

- την ημερομηνία παραλαβής της παρτίδας πατά¬ 
τας, 

- το μέγεθος της παρτίδας πατάτας που παραλή- 
φθηκε, 

- αντίγραφο του φυτοϋγειονομικού διαβατηρίου ή του¬ 
λάχιστον τον αριθμό του φυτοϋγειονομικού διαβατηρίου 
όπου χρειάζεται ή τον αριθμό μητρώου του καλλιεργητή 
ή εμπόρου όπου χρειάζεται και αντίγραφο της ειδοποί¬ 
ησης παράδοσης. 

Η Επιτροπή πρέπει να ενημερώνεται αμέσως όταν έχει 
παρασχεθεί τέτοια πληροφόρηση: 

- μετά την ολοκλήρωση όλων των ερευνών, για κάθε 
περίπτωση: 

- την ημερομηνία που επιβεβαιώθηκε η μόλυνση, 

- σύντομη περιγραφή της έρευνας που έλαβε χώρα για 
την ταυτοποίηση της πηγής και την ενδεχόμενη επέκτα¬ 
ση της μόλυνσης, συμπεριλαμβανομένου του επιπέδου 
της δειγματοληψίας που πραγματοποιήθηκε, 

- πληροφορίες σχετικά με την(-ις) ταυτοποιημένη(-ες) 
ή πιθανή(-ές) πηγή(-ές) μόλυνσης, 

- λεπτομέρειες σχετικά με την έκταση της προσδιορι- 
σθείσας μόλυνσης, συμπεριλαμβανομένου του αριθμού 
χώρων παραγωγής και του αριθμού παρτίδων με ένδειξη 
της ποικιλίας και, στην περίπτωση πατατόσπορου, της 
κατηγορίας, 

- λεπτομέρειες της οριοθέτησης ζώνης, συμπεριλαμ¬ 
βανομένου του αριθμού των περιοχών παραγωγής, που 
δεν έχουν χαρακτηρισθεί ως μολυσμένες, αλλά συμπε- 
ριλαμβάνονται στη ζώνη, 

- οποιαδήποτε άλλη πληροφορία σχετική με το επι- 
βεβαιωθέν(-ντα) κρούσμα(-τα), την οποία απαιτεί η Επι¬ 
τροπή. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ IV 

1. Τα επισήμως εποπτευόμενα μέτρα που αναφέρονται 
στο άρθρο 7, παράγραφος 1 της υπ’ αριθμ. 399882/1994 
(Β' 743) κοινής υπουργικής απόφασης, πρέπει να είναι: 

- χρήση ως ζωοτροφή μετά από θερμική επεξεργασία 
ώστε να μην υπάρχει κίνδυνος επιβίωσης του οργανι¬ 
σμού 

ή 

- διάθεση σε επισήμως εγκεκριμένη τοποθεσία διά¬ 
θεσης αποβλήτων, στην οποία δεν υπάρχει εμφανής 
κίνδυνος διαφυγής του παθογόνου στο περιβάλλον, π.χ. 
μέσω διήθησηςσε γεωργικά εδάφη 

ή 

- καύση 

ή 

- βιομηχανική μεταποίηση με απευθείας και άμεση 
παράδοση σε μεταποιητική μονάδα με επίσημα εγκε¬ 
κριμένες εγκαταστάσεις διάθεσης αποβλήτων για τις 
οποίες έχει διαπιστωθεί ότι δεν υπάρχει εμφανής κίνδυ¬ 
νος μετάδοσης του οργανισμού και με σύστημα καθαρι¬ 
σμού και απολύμανσης τουλάχιστον των αναχωρούντων 
οχημάτων 

ή 

- άλλα μέτρα, με την προϋπόθεση ότι έχει διαπιστωθεί 
ότι δεν υπάρχει εμφανής κίνδυνος μετάδοσης του οργα¬ 
νισμού- τα μέτρα αυτά και η αιτιολόγησή τους κοινοποι¬ 
ούνται αμέσως από τη Διεύθυνση Προστασίας Φυτικής 
Παραγωγής του Υπουργείου Αγροτικής Ανάπτυξης και 
Τροφίμων στην Επιτροπή και τα άλλα κράτη μέλη. 

Όλα τα εναπομείναντα απόβλητα που σχετίζονται και 
προκύπτουν από τα ανωτέρω διατίθενται με επισήμως 
εγκεκριμένες μεθόδους σύμφωνα με το παράρτημα V 
της παρούσας απόφασης. 

2. Η κατάλληλη χρήση ή διάθεση κονδύλων ή φυ¬ 
τών που έχουν προσδιορισθεί ως πιθανώς μολυσμένα 
σύμφωνα με το άρθρο 5, παράγραφος 1, στοιχείο β) 
της υπ’ αριθμ. 399882/1994 (Β' 743) κοινής υπουργικής 
απόφασης, και αναφέρονται στο άρθρο 7, παράγραφος 
2 της υπ’ αριθμ. 399882/1994 (Β' 743) κοινής υπουργικής 
απόφασης, υπό τον έλεγχο των αρμόδιων αρχών, με την 
κατάλληλη επικοινωνία μεταξύ τους ώστε να εξασφα¬ 
λίζεται πάντοτε ο έλεγχος αυτός και με την έγκρισή 
τους στην περίπτωση που οι πατάτες συσκευάζονται 
ή μεταποιούνται όσον αφορά τις εγκαταστάσεις διά¬ 
θεσης αποβλήτων που αναφέρονται στην πρώτη και τη 
δεύτερη περίπτωση, πρέπει να είναι: 

- χρήση ως πατάτες (\λ/3γθ ροΐβίοοε) προοριζόμενες 
για κατανάλωση, συσκευασμένες για άμεση παράδοση 
και χρήση χωρίς επανασυσκευασία, σε χώρο με κατάλ¬ 
ληλες εγκαταστάσεις διάθεσης αποβλήτων. Πατάτες 
που προορίζονται για φύτευση μπορούν να υποβληθούν 
σε επεξεργασία στον ίδιο χώρο, μόνον εάν η επεξερ¬ 
γασία αυτή γίνει χωριστά ή μετά από καθαρισμό και 
απολύμανση, 

ή 

- χρήση ως πατάτες (\λ/3γθ ροΐβίοθδ) προοριζόμενες 
για βιομηχανική μεταποίηση και οι οποίες προορίζονται 
για απευθείας και άμεση παράδοση σε μεταποιητική 
μονάδα με κατάλληλες εγκαταστάσεις διάθεσης απο¬ 
βλήτων και με σύστημα καθαρισμού και απολύμανσης 
τουλάχιστον των αναχωρούντων οχημάτων, 

ή 

- άλλη χρήση ή διάθεση, με την προϋπόθεση ότι έχει 


διαπιστωθεί ότι δεν υπάρχει εμφανής κίνδυνος διά¬ 
δοσης του οργανισμού και υπό την προϋπόθεση της 
έγκρισης από τις αρμόδιες αρχές. 

3. Οι κατάλληλες μέθοδοι καθαρισμού και απολύμαν¬ 
σης των αντικειμένων που αναφέρονται στο άρθρο 7, 
παράγραφος 3 της υπ’ αριθμ. 399882/1994 (Β' 743) κοινής 
υπουργικής απόφασης πρέπει να είναι αυτές για τις 
οποίες έχει διαπιστωθεί ότι δεν υπάρχει εμφανής κίν¬ 
δυνος διάδοσης του οργανισμού και εφαρμόζονται υπό 
την εποπτεία των αρμοδίων αρχών. 

4. Η σειρά μέτρων που εφαρμόζουν οι αρμάδες αρχές 
μέσα στην οριοθετημένη ζώνη που διαπιστώθηκε βάσει 
του άρθρου 5, παράγραφος 1, στοιχείο γ της υπ’ αριθμ. 
399882/1994 (Β' 743) κοινής υπουργικής απόφασης και 
αναφέρεται στο άρθρο 7, παράγραφος 4 της υπ’ αριθμ. 
399882/1994 (Β' 743) κοινής υπουργικής απόφασης, πε¬ 
ριλαμβάνει: 

4.1. σε τόπους παραγωγής που χαρακτηρίζονται 
ως μολυσμένοι βάσει του άρθρου 5, παράγραφος 1, 
στοιχείο α) της υπ’ αριθμ. 399882/1994 (Β' 743) κοινής 
υπουργικής απόφασης: 

α) σε αγρό που χαρακτηρίζεται ως μολυσμένος βάσει 
του άρθρου 5, παράγραφος 1, στοιχείο α) της υπ’ αριθμ. 
399882/1994 (Β' 743) κοινής υπουργικής απόφασης, 
είτε 

ί) - κατά τη διάρκεια των τριών τουλάχιστον καλλι¬ 
εργητικών ετών μετά το έτος της προσδιορισθείσας 
μόλυνσης, 

- λαμβάνονται μέτρα για την εξάλειψη των αυτοφυών 
φυτών πατάτας και άλλων αυτοφυών φυτών που είναι 
ξενιστές του οργανισμού 

και 

- δεν φυτεύονται κόνδυλοι πατάτας, φυτά ή πραγμα¬ 
τικοί σπόροι ή άλλα αυτοφυή φυτά που είναι ξενιστές 
του οργανισμού, ή φυτά για τα οποία υπάρχει εμφανής 
κίνδυνος διάδοσης του οργανισμού, 

- κατά την πρώτη καλλιεργητική περίοδο πατάτας 
μετά την περίοδο που καθορίζεται στην προηγούμενη 
περίπτωση και υπό τον όρο ότι ο αγρός έχει βρεθεί 
απαλλαγμένος από αυτοφυή φυτά πατάτας και άλλα 
αυτοφυή φυτά που είναι ξενιστές του οργανισμού, κατά 
τη διάρκεια επίσημων επιθεωρήσεων για τα δύο του¬ 
λάχιστον συνεχή καλλιεργητικά έτη πριν τη φύτευση, 
επιτρέπεται μόνον η παραγωγή πατατών (\λ/3ιό ροΐΒίοοε) 
και οι συγκομιζόμενοι κόνδυλοι πρέπει να ελέγχονται 
σύμφωνα με τη διαδικασία που περιγράφεται λεπτομε¬ 
ρώς στο Παράρτημα I, 

- κατά την πρώτη καλλιεργητική περίοδο πατάτας 
μετά την περίοδο που καθορίζεται στην προηγούμενη 
περίπτωση και σύμφωνα με ένα κατάλληλο σύστημα 
αμειψισποράς, που πρέπει να είναι τουλάχιστον δύο έτη 
εάν πρόκειται να καλλιεργηθεί πατατόσπορος, μπορεί 
να φυτεύονται πατάτες είτε για παραγωγή πατατόσπο- 
ρου είτε για παραγωγή πατάτας (νν3 ιό ροίβίοοε) και 
πραγματοποιείται επίσημη επισκόπηση (ευΐΎθγ) όπως 
καθορίζεται στο άρθρο 2, παράγραφος 1 της υπ’ αριθμ. 
399882/1994 (Β' 743) κοινής υπουργικής απόφασης ή 

μ) - κατά τη διάρκεια των τεσσάρων καλλιεργητικών 
ετών μετά την περίοδο της προσδιορισθείσας μόλυν¬ 
σης, 

- λαμβάνονται μέτρα για την εξάλειψη των αυτοφυών 
φυτών πατάτας και άλλων αυτοφυών φυτών που είναι 
ξενιστές του οργανισμού 
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και 

- ο αγρός διατηρείται είτε χέρσος είτε ως μόνιμος 
βοσκότοπος στον οποίο, η βλάστηση κόβεται συχνά και 
χαμηλά ή χρησιμοποιείται για εντατική βόσκηση, 

- κατά την πρώτη καλλιεργητική περίοδο πατάτας 
μετά την περίοδο που καθορίζεται στην προηγούμενη 
περίπτωση και υπό τον όρο ότι ο αγρός έχει βρεθεί 
απαλλαγμένος από αυτοφυή φυτά πατάτας και άλλα 
αυτοφυή φυτά που είναι ξενιστές του οργανισμού κατά 
τη διάρκεια επίσημων επιθεωρήσεων για τα δύο του¬ 
λάχιστον συνεχή καλλιεργητικά έτη πριν τη φύτευση, 
επιτρέπεται η παραγωγή πατατόσπορου ή πατάτας 
και οι συγκομιζόμενοι κόνδυλοι ελέγχονται σύμφωνα 
με τη διαδικασία που περιγράφεται λεπτομερώς στο 
Παράρτημα I- 

β) σε όλους τους άλλους αγρούς του μολυσμένου 
τόπου παραγωγής και εφόσον οι οικείες αρμάδες αρ¬ 
χές κρίνουν ότι έχει εξαλειφθεί ο κίνδυνος μετάδοσης 
του οργανισμού από αυτοφυή φυτά πατάτας και άλλα 
αυτοφυή φυτά που βρέθηκαν να είναι ξενιστές του ορ¬ 
γανισμού: 

- το καλλιεργητικό έτος μετά την προσδιορισθείσα 
μόλυνση είτε δεν φυτεύονται κόνδυλοι, φυτά ή πραγ¬ 
ματικοί σπόροι πατάτας ή άλλα αυτοφυή φυτά που 
βρέθηκαν να είναι ξενιστές του οργανισμού ή 

- μπορεί να φυτευθεί πιστοποιημένος πατατόσπορος 
μόνον για παραγωγή πατάτας (\λ/3γθ ροΐείοθδ), 

- στο δεύτερο καλλιεργητικό έτος που ακολουθεί αυ¬ 
τού κατά το οποίο προσδιορίστηκε η μόλυνση, φυτεύεται 
μόνον πιστοποιημένος πατατόσπορος ή πατατόσπορος 
που έχει υποβληθεί σε επίσημο έλεγχο για την απουσία 
της δακτυλιωτής σήψης και έχει καλλιεργηθεί υπό επί¬ 
σημο έλεγχο σε διαφορετικούς τόπους παραγωγής από 
αυτούς που αναφέρονται στο σημείο 4.1, για παραγωγή 
πατατόσπορου ή πατάτας (\λ/3γθ ροίβίοθδ), 

- για τουλάχιστον το τρίτο καλλιεργητικό έτος μετά 
την περίοδο της προσδιορισθείσας μόλυνσης, μόνον 
πιστοποιημένος πατατόσπορος ή πατατόσπορος που 
καλλιεργείται υπό επίσημο έλεγχο από πιστοποιημένο 
πατατόσπορο φυτεύεται για παραγωγή πατατόσπορου 
ή πατάτας (\λ/3γθ ροΐαίοθδ), 

- σε κάθε καλλιεργητικό έτος που αναφέρεται στις 
προηγούμενες περιπτώσεις, λαμβάνονται μέτρα για 
την εξάλειψη των αυτοφυών φυτών πατάτας ή άλλων 
αυτοφυών φυτών που βρέθηκαν να είναι ξενιστές του 
οργανισμού, εάν υπάρχουν και σε κάθε αγροτεμάχιο 
καλλιέργειας πατάτας διενεργείται επίσημος έλεγχος 
των συγκομισθέντων πατατών σύμφωνα με τη διαδικα¬ 
σία που περιγράφεται στο Παράρτημα I, 

γ) αμέσως μετά τον χαρακτηρισμό μόλυνσης σύμφωνα 
με το άρθρο 5, παράγραφος 1, στοιχείο α) της υπ’ αριθμ. 
399882/1994 (Β' 743) κοινής υπουργικής απόφασης και 
μετά το πρώτο καλλιεργητικό έτος που ακολουθεί, όλα 
τα μηχανήματα και οι αποθηκευτικοί χώροι στον τόπο 
παραγωγής που έχουν σχέση με την παραγωγή πατά¬ 
τας, καθαρίζονται και απολυμαίνονται κατάλληλα με τις 
κατάλληλες μεθόδους όπως ορίζεται στο σημείο 3- 

δ) σε μία μονάδα προστατευόμενης φυτικής παρα¬ 
γωγής όπου είναι δυνατή η πλήρης αντικατάσταση του 
υποστρώματος ανάπτυξης, 

- δεν φυτεύονται κόνδυλοι, φυτά ή πραγματικοί σπόροι 
παρά μόνον εάν στη μονάδα παραγωγής εφαρμόζονται 
επισήμως εποπτευόμενα μέτρα για την εξάλειψη του 


οργανισμού και την απομάκρυνση όλου του υλικού των 
φυτών ξενιστών, συμπεριλαμβανομένης, τουλάχιστον, 
μιας πλήρους αντικατάστασης του υποστρώματος βλά¬ 
στησης και καθαρισμού και απολύμανσης της μονάδας 
παραγωγής και όλου του εξοπλισμού, και, στη συνέχεια 
έχει χορηγηθεί άδεια για παραγωγή πατάτας από τις 
αρμάδες αρχές' 

και 

- η παραγωγή πατάτας γίνεται από πιστοποιημένο 
πατατόσπορο ή από μικροκονδύλους (πιίηί-ΙυόθΓδ) ή 
μικροφυτά (πιίοΐΌ-ρίΒΠΙδ) που προέρχονται από ελεγ- 
χθείσες πηγές- 

4.2. εντός της οριοθετημένης ζώνης, με την επιφύλαξη 
των μέτρων που περιγράφονται στο σημείο 4.1, οι αρ¬ 
μάδες αρχές, με ελέγχους που διενεργούν: 

α) αμέσως μετά την προσδιορισθείσα μόλυνση, εξα¬ 
σφαλίζουν ότι όλα τα μηχανήματα και οι αποθηκευτικοί 
χώροι σε τέτοιες εγκαταστάσεις που συνδέονται με την 
παραγωγή πατάτας καθαρίζονται και απολυμαίνονται 
κατάλληλα, με τις ενδεδειγμένες μεθόδους, όπως ορί¬ 
ζεται στο σημείο 3- 

β) αμέσως, και για τρεις τουλάχιστον καλλιεργητικές 
περιόδους μετά την προσδιορισθείσα μόλυνση: 

- εξασφαλίζουν την εποπτεία των χώρων που καλλιερ¬ 
γούνται, αποθηκεύονται ή διακινούνται κόνδυλοι πατά¬ 
τας, καθώς και των χώρων στους οποίους λειτουργούν, 
βάσει σύμβασης, μηχανήματα για τις πατάτες, 

- απαιτούν να φυτεύεται αποκλειστικά πιστοποιημένος 
πατατόσπορος ή πατατόσπορος που έχει παραχθεί υπό 
επίσημο έλεγχο για όλες τις καλλιέργειες πατάτας που 
βρίσκονται στη ζώνη αυτή, και δοκιμή (εργαστηριακός 
έλεγχος), μετά τη συγκομιδή, του πατατόσπορου που 
παράγεται σε τόπους παραγωγής που έχουν χαρακτη¬ 
ριστεί ως πιθανώς μολυσμένοι, σύμφωνα με το άρθρο 
5, παράγραφος 1, στοιχείο β) της υπ’ αριθμ. 399882/1994 
(Β' 743) κοινής υπουργικής απόφασης, 

- απαιτούν τη χωριστή διαχείριση αποθεμάτων συ- 
γκομισθέντος πατατόσπορου και εκείνων της πατάτας 
(\λ/3γθ ροί3ΐοθδ) για όλες τις εγκαταστάσεις που βρίσκο¬ 
νται εντός της ζώνης ή ένα σύστημα καθαρισμού και 
απολύμανσης που θα πρέπει να εφαρμόζεται μεταξύ 
της διαχείρισης των αποθεμάτων πατατόσπορου και 
πατάτας (\λ/3γθ ροίβίοθδ), 

- διενεργούν επίσημη επισκόπηση (δυη/θγ) όπως πε- 
ριγράφεται στο άρθρο 2, παράγραφος 1 της υπ’ αριθμ. 
399882/1994 (Β' 743) κοινής υπουργικής απόφασης- 

γ) καταρτίζουν, κατά περίπτωση, πρόγραμμα αντικα¬ 
τάστασης όλων των αποθεμάτων πατατόσπορου σε 
εύθετο χρονικό διάστημα. 

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ V 

Οι επίσημα εγκεκριμένες μέθοδοι διάθεσης αποβλή¬ 
των που αναφέρονται στο Παράρτημα IV, Παράγραφος 
1, είναι σύμφωνες με τις ακόλουθες διατάξεις έτσι ώστε 
να αποτραπεί οιοσδήποτε εμφανής κίνδυνος διάδοσης 
του οργανισμού: 

ί) απόβλητα πατάτας (συμπεριλαμβανομένων των 
απορριφθέντων πατατών και του φλοιού πατάτας) και 
οποιοδήποτε άλλο στερεό απόβλητο που συνδέεται 
με τις πατάτες (συμπεριλαμβανομένου του χώματος, 
των πετρών και άλλων υπολειμμάτων) πρέπει να απο¬ 
μακρύνονται είτε με, 

- διάθεση σε επισήμως εγκεκριμένο και ειδικό χώρο 




ΕΦΗΜΕΡΙΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ (ΤΕΥΧΟΣ ΔΕΥΤΕΡΟ) 


10841 


διάθεσης αποβλήτων όπου δεν υφίσταται εμφανής 
κίνδυνος διάδοσης του οργανισμού στο περιβάλλον, 
π.χ. μέσω της διήθησης σε γεωργική γη. Τα απόβλητα 
μεταφέρονται απευθείας στον εν λόγω χώρο υπό συν¬ 
θήκες περιορισμού, έτσι ώστε να μην υπάρχει κίνδυνος 
απώλειας των αποβλήτων, 

ή 

- καύση, 

ή 

- άλλα μέτρα, με την προϋπόθεση ότι έχει διαπιστω¬ 
θεί ότι δεν υπάρχει εμφανής κίνδυνος μετάδοσης του 
οργανισμού- τα μέτρα αυτά κοινοποιούνται από τη Διεύ¬ 
θυνση Προστασίας Φυτικής Παραγωγής του Υπουργείου 
Αγροτικής Ανάπτυξης και Τροφίμων στην Επιτροπή και 
τα άλλα κράτη μέλη. 

ϋ) υγρά απόβλητα: πριν από τη διάθεσή τους, τα υγρά 
απόβλητα που περιέχουν αιωρούμενα στερεά στοιχεία 
υποβάλλονται σε διαδικασίες διήθησης ή καθίζησης 
για την απομάκρυνση των στερεών αυτών στοιχείων. Η 
διάθεση των στερεών αυτών στοιχείων γίνεται με τους 
τρόπους που προβλέπονται στο σημείο ί). 

Τ α υγρά απόβλητα πρέπει είτε: 

- να θερμαίνονται κατ' ελάχιστον στους 6Θ°0 σε όλο 
τον όγκο τουλάχιστον για 30 λεπτά πριν από τη διά¬ 
θεσή τους, 

ή 

- να διατίθενται με άλλο τρόπο που έχει εγκριθεί 
επισήμως και υπό επίσημο έλεγχο, ώστε να μην υπάρχει 
εμφανής κίνδυνος επαφής των αποβλήτων με γεωργική 
γη. Οι λεπτομέρειες των μέτρων αυτών κοινοποιούνται 
από τη Διεύθυνση Προστασίας Φυτικής Παραγωγής του 
Υπουργείου Αγροτικής Ανάπτυξης και Τροφίμων στα 
άλλα κράτη μέλη και στην Επιτροπή. 

Οι επιλογές που παρατίθενται στο παρόν Παράρτημα 


ισχύουν επίσης για τα απόβλητα που έχουν σχέση με 
τη διαχείριση, διάθεση και επεξεργασία μολυσμένων 
παρτίδων.» 

Άρθρο 3 

Μετά το άρθρο 12 της υπ’ αριθμ. 399882/1994 κοινής 
υπουργικής απόφασης προστίθεται άρθρο 13, το οποίο 
έχει ως εξής: 

«Αρθρο 13 
Εξουσιοδότηση 

Με απόφαση του Υπουργού Αγροτικής Ανάπτυξης 
και Τροφίμων που δημοσιεύεται στην Εφημερίδα της 
Κυβερνήσεως δύναται, μετά από εισήγηση της Διεύθυν¬ 
σης Προστασίας Φυτικής Παραγωγής του Υπουργείου 
Αγροτικής Ανάπτυξης και Τροφίμων, να ρυθμίζονται 
ειδικά και τεχνικά θέματα και κάθε άλλη λεπτομέρεια 
για την εφαρμογή της παρούσας απόφασης. Με όμοια 
απόφαση δύναται να τροποποιούνται τα παραρτήματα, 
σε συμμόρφωση προς τις κοινοτικές οδηγίες που τρο¬ 
ποποιούν τα εν λόγω παραρτήματα.» 

Άρθρο 4 

(Άρθρο 2 Οδηγία 2006/56/ΕΚ) 

Η παρούσα απόφαση ισχύει από την 1η Απριλίου 
2007. 

Η απόφαση αυτή να δημοσιευθεί στην Εφημερίδα της 
Κυβερνήσεως. 

Αθήνα, 15 Μαρτίου 2007 

οι ΥΠΟΥΡΓΟΙ 

ΟΙΚΟΝΟΜΙΑΣ ΥΦΥΠ. ΑΓΡΟΤΙΚΗΣ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ 

ΚΑΙ ΟΙΚΟΝΟΜΙΚΩΝ ΚΑΙ ΤΡΟΦΙΜΩΝ 

Γ. ΑΛΟΓΟΣΚΟΥΦΗΣ Α. ΚΟΝΤΟΣ 
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ΕΘΝΙΚΟ ΤΥΠΟΓΡΑΦΕΙΟ 

ΕΦΗΜΕΡΙΔΑ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ 


ΠΕΡΙΦΕΡΕΙΑΚΑ ΓΡΑΦΕΙΑ ΠΩΛΗΣΗΣ Φ.Ε.Κ. 

ΘΕΣΣΑΛΟΝΙΚΗ - Βασ. Όλγας 227 

23104 23956 

ΛΑΡΙΣΑ - Διοικητήριο 

2410 597449 

ΠΕΙΡΑΙΑΣ - Ευριπίδου 63 

210 4135228 

ΚΕΡΚΥΡΑ - Σαμαρά 13 

26610 89122 

ΠΑΤΡΑ - Κορίνθου 327 

2610 638109 

ΗΡΑΚΛΕΙΟ - Πεδιάδος 2 

2810 300781 

ΙΩΑΝΝΙΝΑ - Διοικητήριο 

26510 87215 

ΜΥΤΙΛΗΝΗ - Πλ. Κωνσταντινουπόλεως 1 

22510 46654 

ΚΟΜΟΤΗΝΗ - Δημοκρατίας 1 

25310 22858 




ΤΙΜΗ ΠΩΛΗΣΗΣ ΦΥΛΛΩΝ ΕΦΗΜΕΡΙΔΟΣ ΤΗΣ ΚΥΒΕΡΝΗΣΕΩΣ 


Σε έντυπη μορφή 

• Για τα Φ.Ε.Κ. από 1 μέχρι 16 σελίδες σε 1 €, προσαυξανόμενη κατά 0,20 ( για κάθε επιπλέον οκτασέλιδο ή μέρος αυτού. 

• Για τα φωτοαντίγραφα Φ.Ε.Κ. σε 0,15 € ανά σελίδα. 

Σε μορφ ή ΡΥΡ/ΟΡ 


Τεύχος 

Ετήσια έκδοση 

Τριμηνιαία έκδοση 

Μηνιαία έκδοση 

Α' 

150 € 

40 € 

15 € 

Β' 

300 € 

80 € 

30 € 

Γ' 

50 € 

- 

- 

Υ.Ο.Δ.Δ. 

50 € 

- 

- 

Δ' 

110 € 

30 € 

- 


Τεύχος 

Ετήσια έκδοση 

Τριμηνιαία έκδοση 

Μηνιαία έκδοση 

Α.Α.Π. 

110 € 

30 € 

- 

Ε.Β.Ι. 

100 € 

- 

- 

Α.Ε.Δ. 

5 € 

- 

- 

Δ.Δ.Σ. 

200 € 

- 

20 € 

Α.Ε. - Ε.Π.Ε. και Γ.Ε.ΜΗ. 

- 

- 

100 € 


• Η τιμή πώλησης μεμονωμένων Φ.Ε.Κ. σε μορφή οό-Γοπι από εκείνα που διατίθενται σε ψηφιακή μορφή και μέχρι 100 σελίδες, σε 5 € προσαυξανόμενη κατά 1 ί ανά 50 σελίδες. 

• Η τιμή πώλησης σε μορφή οά-Γθΐπ/άνά, δημοσιευμάτων μιας εταιρείας στο τεύχος Α.Ε.-Ε.Π.Ε. και Γ.Ε.ΜΗ. σε 5 € ανά έτος. 

ΠΑΡΑΓΓΕΛΙΑ ΚΑΙ ΑΠΟΣΤΟΛΗ Φ.Ε.Κ.; Τηλεφωνικά: 210 4071010 ■ ίεχ: 210 4071010 · ίηΙθΗίβΙ: ΙιΙΙρ://νννννν.θ1.9Γ 


ΕΤΗΣΙΕΣ ΣΥΝΔΡΟΜΕΣ Φ.Ε.Κ. 


Τεύχος 

Έντυπη μορφή 

Ψηφιακή Μορφή 

Α' 

225 € 

190 € 

Β' 

320 € 

225 € 

Γ' 

65 € 

Δωρεάν 

Υ.Ο.Δ.Δ. 

65 € 

Δωρεάν 

Δ' 

160 € 

80 € 

Α.Α.Π. 

160 € 

80 € 

Ε.Β.Ι. 

65 € 

33 € 


Τεύχος 

Έντυπη μορφή 

Ψηφιακή Μορφή 

Α.Ε.Δ. 

10 € 

Δωρεάν 

Α.Ε. - Ε.Π.Ε. και Γ.Ε.ΜΗ. 

2.250 € 

645 € 

Δ.Δ.Σ. 

225 € 

95 € 

Α.Σ.Ε.Π. 

70€ 

Δωρεάν 

Ο.Π.Κ. 

- 

Δωρεάν 

Α'+ Β'+ Δ' + Α.Α.Π. 

- 

450 € 


* Το τεύχος Α.Σ.Ε.Π. (έντυπη μορφή) θα αποστέλλεται σε συνδρομητές ταχυδρομικά, με την επιβάρυνση των 70 €, ποσό το οποίο αφορά τα ταχυδρομικά έξοδα. 

* Για την παροχή πρόσβασης μέσω διαδικτύου σε Φ.Ε.Κ. προηγουμένων ετών και συγκεκριμένα στα τεύχη: α) Α, Β, Δ, Α.Α.Π., Ε.Β.Ι. και Δ.Δ.Σ, η τιμή προσαυξάνεται, 
πέραν του ποσού της ετήσιας συνδρομής του 2007, κατά 40 € ανά έτος και ανά τεύχος και β) για το τεύχος Α.Ε.-Ε.Π.Ε. & Γ.Ε.ΜΗ, κατά 60 € ανά έτος παλαιότητας. 

* Η καταβολή γίνεται σε όλες τις Δημόσιες Οικονομικές Υπηρεσίες (Δ.Ο.Υ.). Το πρωτότυπο διπλότυπο (έγγραφο αριθμ. πρωτ. 9067/28.2.2005 2η Υπηρεσία 
Επιτρόπου Ελεγκτικού Συνεδρίου) με φροντίδα των ενδιαφερομένων, πρέπει να αποστέλλεται ή να κατατίθεται στο Εθνικό Τυπογραφείο (Καποδιστρίου 34, 
Τ.Κ. 104 32 Αθήνα). 

* Σημειώνεται ότι φωτοαντίγραφα διπλοτύπων, ταχυδρομικές Επιταγές για την εξόφληση της συνδρομής, δεν γίνονται δεκτά και θα επιστρέφονται. 

* Οι οργανισμοί τοπικής αυτοδιοίκησης, τα νομικά πρόσωπα δημοσίου δικαίου, τα μέλη της Ένωσης Ιδιοκτητών Ημερησίου Τύπου Αθηνών και Επαρχίας, οι τηλεο¬ 
πτικοί και ραδιοφωνικοί σταθμοί, η Ε.Σ.Η.Ε.Α, τα τριτοβάθμια συνδικαλιστικά Οργανα και οι τριτοβάθμιες επαγγελματικές ενώσεις δικαιούνται έκπτωσης πενήντα 
τοις εκατό (50%) επί της ετήσιας συνδρομής (τρέχον έτος + παλαιότητα). 

* Το ποσό υπέρ Τ.Α.Π.Ε.Τ. [5% επί του ποσού συνδρομής (τρέχον έτος + παλαιότητα)], καταβάλλεται ολόκληρο (Κ.Α.Ε. 3512) και υπολογίζεται πριν την έκπτωση. 

* Στην Ταχυδρομική συνδρομή του τεύχους Α.Σ.Ε.Π. δεν γίνεται έκπτωση. 


Πληροφορίες για δημοσιεύματα που καταχωρούνται στα Φ.Ε.Κ. στο τηλ.: 210 5279000. 

Φωτοαντίγραφα παλαιών Φ.Ε.Κ.: Μάρνη 8 τηλ.; 210 8220885, 210 8222924, 210 5279050. 

Οι πολίτες έχουν τη δυνατότητα ελεύθερης ανάγνωσης των δημοσιευμάτων που καταχωρούνται σε όλα τα τεύχη της Εφημερίδας της 
Κυβερνησεως πλην εκείνων που καταχωρούνται στο τεύχος Α.Ε.-Ε.Π.Ε και Γ.Ε.ΜΗ., από την ιστοσελίδα του Εθνικού Τυπογραφείου (νννννν.θΙ.ςτ). 


Οι υπηρεσίες εξυπηρέτησης πολιτών λειτουργούν καθημερινά από 08:00 μέχρι 13:00 



ΑΠΟ ΤΟ ΕΘΝΙΚΟ ΤΥΠΟΓΡΑΦΕΙΟ 

ΚΑΠΟΔΙΣΤΡΙΟΥ 34 * ΑΘΗΝΑ 104 32 * ΤΗΛ. 210 52 79 000 * ΡΑΧ 210 52 21 004 
ΗΛΕΚΤΡΟΝΙΚΗ ΔΙΕΥΘΥΝΣΗ: Ριΐΐρ://νννννν·6ΐ·αΓ - ?-ιπ3ίΙ: ΜίΙιιπ35ΐίπ5)ίί.ί|Γ 














